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Há um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas, que já têm a forma do 
nosso corpo e esquecer os nossos caminhos, que nos levam sempre aos mesmos lugares. 
É o tempo da travessia: e, se não ousarmos fazê-la, teremos ficado, para sempre, à margem 
de nós mesmos. 
 
Fernando Pessoa (1888-1935) 
.
 Agradecimentos 
 
Começo por agradecer à minha mãe por todo o esforço que fez para me manter a 
estudar ao longo destes anos e pelo apoio incondicional, que me permitiu concluir mais uma 
etapa da minha vida e do meu percurso académico. 
Ao meu irmão e ao João Doroana por todo o apoio dado nos melhores e em especial nos 
piores momentos. 
Às Professoras Doutoras Carla de Carvalho e Ana Cristina Figueiredo por me terem 
aceite nos respectivos laboratórios, pela orientação, pelo apoio, interesse e ajuda prestados 
durante a realização desta tese e na revisão da mesma. 
À Professora. Doutora Maria. Dulce Antunes, da Faculdade de Ciências e Tecnologia da 
Universidade do Algarve, e à Cacial - Cooperativa Agrícola de Citricultores do Algarve, 
C.R.L., Almancil, Faro pela cedência graciosa de laranjas e limões, para a extracção de 
óleos essenciais. 
À Natacha Moura e à Daniela Feijão pela amizade, pelas gargalhadas e pelas horas de 
boa disposição partilhadas no laboratório. 
À Marta Mendes, à Sofia e ao Jorge Faria, pelo bom humor, pela orientação dada no 
laboratório e por me terem apioado e orientado na realização da tese. 
À Vânia Neves pela amizade, boa disposição e por todos os momentos que contribuíram 
para me alegrar e desanuviar. 
A todos aqueles que mesmo não se encontrando aqui mencionados me acompanharam 
no último ano e contribuíram para a realização deste trabalho, 
 
Obrigada 
 
 Abreviaturas  
 
AI - autoindutor 
°C - Graus Celsius 
°C.min-1 - Graus Celsius por minuto 
cm - Centímetro 
cm.s-1 - Centímetros por segundo 
CoA - co-enzima A 
d.i. - Diâmetro interno 
DB-17HT - Coluna capilar de cromatografia gás-liquído, com fase imobilizada de 
fenilmetilsilicone 
DB1 - Coluna capilar de cromatografia gás-liquído, com fase imobilizada de metilsilicone 
DIC - Detector de ionização de chama 
DMAPP - Dimetilalil pirofosfato 
eV - Electrão-volt 
FIC - Concentração inibitária fracional 
FICI - Índice de concentração inibitória fracional 
FPP - Farnesil pirofosfato 
g - Grama 
g.L-1 - Grama por litro 
CG - Cromatógrafo gasoso 
CG-EM - Cromatógrafo gasoso com espectrometria de massa 
GGPP - Geranilgeranil pirofosfato 
GPP - Geranil pirofosfato 
h - Hora 
IPP - Isopentenil pirofosfato 
IR - Índice de retenção 
m – Metro 
mg - Miligrama 
mg.L-1 - Miligrama por litro 
MIC - Concentração mínima inibitória  
min - Minuto 
mL - Mililitro 
mL.min-1 - Mililitro por minuto 
mm - Milímetro 
mM - Milimolar 
p.f. - Peso fresco 
p.s. - Peso seco 
r.p.m - Rotações por minuto 
s - Segundo 
M-H - Meio de cultura de Mueller-Hilton 
UV-C - Radiação ultravioleta C 
v - Vestigial 
v/v - Volume por volume 
TA- Temperatura ambiente 
μL - Microlitro 
μm – Micrómetro 
 
 
  
Índice 
 
Resumo ................................................................................................................................. 1 
Abstract ................................................................................................................................. 2 
1. Introdução ......................................................................................................................... 3 
1.1. As plantas e o seu metabolismo secundário ............................................................... 4 
1.1.1. Óleos essenciais .................................................................................................. 5 
1.1.2. Terpenos .............................................................................................................. 5 
1.1.3. Fenóis .................................................................................................................. 7 
1.1.4. Actividade biológica e modo de acção dos metabolitos secundários .................... 8 
1.2. Biofilmes ....................................................................................................................10 
1.2.1. Formação de Biofilmes. .......................................................................................11 
1.2.2. Funções e Consequências do Desenvolvimento dos Biofilmes ...........................13 
1.2.3. Os Óleos Essenciais na Batalha contra os Biofilmes ...........................................14 
1.3. Objectivos ..................................................................................................................15 
2. Material e Métodos ...........................................................................................................16 
2.1. Material vegetal .........................................................................................................16 
2.2. Extracção da componente volátil ...............................................................................16 
2.3. Análise da componente volátil ....................................................................................16 
2.3.1. Cromatografia Gás-Líquido .................................................................................16 
2.3.2. Cromatografia Gás-Líquido  / Espectrometria de Massa .....................................16 
2.4. Microorganismos e Condições de Crescimento .........................................................17 
2.4.1. Rhodococcus erythropolis ...................................................................................17 
2.5. Varrimento de Óleos Essenciais ................................................................................17 
2.6. Determinação das Concentrações Mínimas Inibitórias do Crescimento (MICs)..........18 
2.7. Análise de Biofilmes ...................................................................................................18 
2.7.1. Avaliação da Formação de Biofilmes ...................................................................18 
2.7.2. Análise de Biofilmes Estabelecidos .....................................................................19 
2.7.3. Avaliação do biofilme formado pelo teste do violeta de Cristal ............................19 
  
 
2.7.4. Análise do potencial zeta .....................................................................................19 
2.8. Estudo do Modo de Acção dos Diferentes Óleos Essenciais .....................................20 
2.8.1. Avaliação da desnaturação enzimática ................................................................20 
2.8.2. Avaliação da acção dos óleos nos ácidos gordos membranares .........................20 
2.8.3. Determinação da Viabilidade Celular ...................................................................21 
2.8.4. Avaliação da desnaturação do DNA ....................................................................21 
2.9. Estudo da Acção Combinada Óleos / Antibióticos ......................................................22 
3. Resultados e Discussão ...................................................................................................23 
3.1. Varrimento de Óleos Essenciais ................................................................................23 
3.1.1. Análise da composição dos diversos óleos essenciais ........................................23 
3.1.2. Determinação da MIC ..........................................................................................24 
3.1.3. Influência na Formação de Biofilmes ...................................................................25 
3.1.4. Influência no potencial membranar ......................................................................26 
3.1.5. Escolha dos óleos com maior potencial anti-biofilme ...........................................28 
3.2. Biofilmes ....................................................................................................................30 
3.2.1. Inibição da Formação de Biofilmes ......................................................................30 
3.2.2. Redução de Biofilmes Estabelecidos ...................................................................34 
3.4. Modo de Acção dos Diferentes Óleos Essenciais ......................................................36 
3.4.1. Influência dos Óleos na Desnaturação Enzimática ..............................................37 
3.4.2. Efeito dos Óleos na Composição da Membrana Celular ......................................38 
3.4.3. Influência dos Óleos essenciais no DNA .............................................................43 
4. Acção combinada Óleos/Antibióticos ............................................................................46 
5. Conclusão ........................................................................................................................50 
6. Perspectivas Futuras ........................................................................................................52 
7. Bibliografia .......................................................................................................................53 
Anexos .................................................................................................................................63 
 1 
 
Resumo 
 
Com este trabalho pretendeu avaliar-se o potencial anti-biofilme de treze óleos 
essenciais, em duas variantes de Rhodococcus erythropolis DCL14, uma variante produtora 
de exo-polímeros (DCL14-S) e uma variante não produtora (DCL14-R). A composição 
química dos óleos foi analisada por GC-MS e a concentração mínima inibitória do 
crescimento (MIC), para cada um deles, foi obtida através do método de diluições 
sucessivas em placas de 96 poços. Seleccionaram-se os óleos que apresentaram menor 
actividade bactericida e maior potencial anti-adesão. O potencial anti-adesão foi medido 
através da capacidade dos óleos para inibir a formação de biofilmes em placas de 6 poços e 
da sua influência no potencial zeta das células bacterianas. Os óleos seleccionados foram 
os de Origanum virens, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Citrus lemon e Citrus 
sinensis. A influência destes óleos na formação de biofilmes e em biofilmes estabelecidos foi 
testada utilizando concentrações sub-inibitórias correspondentes a 5, 10 e 20% das suas 
MICs. Neste trabalho foi igualmente estudado o modo de acção destes cinco óleos através 
da análise da actividade da catalase, dos ácidos gordos da membrana plasmática e do DNA 
das duas variantes de DCL14. Estudou-se também a actividade antibacteriana de 
combinações entre óleos essenciais e quatro antibióticos (vancomicina, teicoplanina, 
levofloxacina e ciprofloxacina). 
Concluiu-se que os cinco óleos essenciais analisados têm capacidade para inibir a 
formação de biofilmes, em especial no caso da variante DCL14-S de R. erythropolis, onde 
se chegou a atingir mais de 70% de inibição para os óleos de O. virens e C. lemon. Os óleos 
estudados parecem influenciar principalmente a composição da membrana plasmática 
bacteriana, provocando um aumento no grau de saturação dos ácidos gordos, no entanto, 
estes óleos influenciaram também a acção da catalase e provocaram a degradação do DNA 
bacteriano. Os óleos de O. virens e C. lemon apresentaram efeito sinérgico com alguns dos 
antibióticos testados.  
 
 
Palavras-chave: biofilme; óleos essenciais; Rothococcus erythropolis; antibióticos. 
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Abstract 
 
This work aimed at evaluating the anti-biofilm potential of thirteen essential oils in two 
variants of Rhodococcus erythropolis DCL14, an exopolymer-producing variant (DCL14-S) 
and a non-producing variant (DCL14-R). The chemical composition of the oils was analyzed 
by GC-MS and the minimum inhibitory concentration (MIC) for each one was obtained by the 
method of successive dilutions in 96-well plates. The oils with lower bactericidal activity and 
greater anti-adhesion potential were selected. The anti-adhesion potential was measured by 
the ability of oils to inhibit biofilm formation in 6-well plates and by its influence on the zeta 
potential of the bacterial cells. The selected oils were those from Origanum virens, 
Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Citrus lemon and Citrus sinensis. The influence of 
these oils on biofilm formation and established biofilms was tested using sub-inhibitory 
concentrations corresponding to 5, 10 and 20% of their MICs. In this work it was also studied 
the mode of action of these five oils by analyzing the activity of catalase, fatty acid 
composition of the cellular membrane and the DNA denaturation of the two DCL14 variants. 
The antibacterial activity of combinations between essential oils and four antibiotics 
(vancomycin, teicoplanin, levofloxacin and ciprofloxacin) was also studied. 
It was concluded that the five analyzed essential oils are able to inhibit biofilm formation, 
especially in the case of the DCL14-S variant of R. erythropolis, reaching more than 70% 
inhibition for O. virens and C. Lemon essential oils. The studied oils seem to influence mainly 
the composition of the bacterial membrane, causing an increase in the degree of saturation 
of fatty acids, however, these oils have also caused enzymatic inactivition and denaturation 
of bacterial DNA. The oils from O. virens and C. lemon showed synergistic effect with some 
of the tested antibiotics. 
 
 
Keywords: biofilm; essential oils; Rothococcus erythropolis; antibiotics. 
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1. Introdução 
As plantas e os produtos naturais derivados das mesmas, são utilizados desde a 
antiguidade pelas suas propriedades aromáticas, como condimentos, na preservação de 
alimentos ou na mumificação de cadáveres. A obtenção de óleos essenciais através de 
processos de destilação já era feita há mais de 2000 anos, nomeadamente na Índia, Pérsia 
e Egipto (Bauer et al., 2001). Desde então, o Homem tem sabido tirar partido destas 
essências, utilizando-as para os mais diversos fins, desde a perfumaria, às indústrias 
alimentar, de aromas, cosmética, farmacêutica e de produtos desinfectantes (Guenther, 
1948; Schultes, 1987). Nestes dois últimos pontos, os óleos essenciais têm ainda um 
enorme potencial por explorar, já que muitos têm propriedades antifúngicas, antivirais e 
bactericidas, podendo ser de grande ajuda no desenvolvimento de novas drogas, capazes 
de combater os mais diversos microrganismos (Clark, 1996; Fabricant e Farnsworth, 2001; 
Förster et al., 2009). 
Na natureza cerca de 99% dos microorganismos vivem em comunidades microbianas 
conhecidas como biofilmes (Costerton et al., 1999). Estas comunidades formam-se com a 
adesão de células a superfícies sólidas através de uma matriz de exopolímeros (Costerton 
et al., 1999; Sutherland, 2001a). Apesar da sua importância ecológica, ambiental e de 
poderem ter diversas aplicações no ramo da biotecnologia, nomeadamente no respeitante 
ao tratamento de águas residuais, os biofilmes são de um modo geral, prejudiciais, já que 
são fontes de contaminação nas mais diversas áreas (Davey e O’Toole, 2000). Estas 
comunidades sésseis causam problemas em vários sectores da produção e da saúde 
(Kumar e Anand, 1998; Parsek e Singh, 2003). Estão associados à deterioração, corrosão e 
contaminação de edifícios e sistemas de abastecimento de água, levando à alteração de 
muitos produtos na indústria e a fortes impactos em termos de saúde pública (Hallam et al., 
2001; Beech e Sunner, 2004). As células que constituem estes agregados, possuem uma 
resistência acrescida a antibióticos e agentes bactericidas, comparativamente a células 
planctónicas, o que dificulta o seu combate (Stewart e Costerton, 2001; Cogan et al., 2005).  
Nos últimos anos, as plantas e os seus óleos essenciais têm emergido como uma 
possível solução para combater estes agregados e aumentar a acção de antibióticos e 
agentes desinfectantes já existentes (de Carvalho e da Fonseca, 2007; Dalleau et al., 2008; 
Quave et al., 2008; Gursoy et al., 2009). 
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1.1. As plantas e o seu metabolismo secundário 
As plantas produzem um leque vasto e diversificado de compostos orgânicos. Alguns 
destes compostos, encontram-se em todas as plantas e têm um papel essencial no 
metabolismo primário, como é o caso, entre outros, dos fitoesteróis, dos aminoácidos, dos 
lípidos acetilados e dos nucleótidos (Croteau et al., 2000). No entanto, a grande maioria dos 
compostos orgânicos sintetizados pelas plantas não aparenta participar directamente no 
crescimento, nem no desenvolvimento das mesmas, sendo designados por metabolitos 
secundários ou por produtos naturais (Seigler, 1998). Este tipo de metabolitos apresenta 
vias metabólicas próprias, no entanto, a maioria das vezes derivadas das vias metabólicas 
primárias (Harborne, 1999; Croteau et al., 2000). A produção destes metabolitos está 
limitada a alguns grupos taxonómicos dentro do reino vegetal e a concentração dos mesmos 
varia muito quer inter, quer intraespecificamente, de acordo com as pressões bióticas e 
abióticas a que a planta for sujeita durante o seu desenvolvimento (Malandrin et al., 1985; 
Figueiredo et al., 2007). 
Durante muito tempo, os metabolitos secundários receberam pouca ou nenhuma atenção 
por parte da maioria dos botânicos. A sua função era desconhecida, tendo sido apontados 
como possíveis desperdícios metabólicos e destituídos de quaisquer funções biológicas. O 
interesse no estudo destes compostos surgiu apenas a partir da segunda metade do século 
XIX, com a evolução da química orgânica e com a constatação das suas múltiplas 
aplicações em áreas como a farmacologia, perfumaria e indústria alimentar (Guenther, 1948; 
Boyle, 1955; Malandrin et al., 1985; Deans e Ritchie, 1987; Burt, 2004). Actualmente sabe-
se que os metabolitos secundários têm funções importantes para as plantas, permitindo-lhes 
interagir e adaptar-se ao ecossistema onde estão inseridas (Croteau et al., 2000; Taiz e 
Zeiger, 2002). Estes compostos são capazes de proteger as plantas da herbivoria, contra 
agentes patogénicos (muitos têm actividade antibacteriana, antifúngica e antiviral), e ter 
efeitos anti-germinativos ou tóxicos para outras plantas. Podem igualmente funcionar como 
agentes atractivos para insectos ou outros animais, permitindo a dispersão de sementes 
(Azzouz e Bullerman 1982; S. G. Deans e Ritchie 1987). Os metabolitos secundários têm 
também, a capacidade de proteger as plantas de factores abióticos como elevadas 
temperaturas e elevados índices de radiação UV (Li et al. 1993; Croteau et al. 2000). 
Os metabolitos secundários são geralmente classificados de acordo com as suas vias 
biossintéticas, sendo divididos em três grupos: terpenos, fenóis e alcalóides (Seigler, 1998; 
Harborne, 1999; Bourgaud et al., 2001). Alguns dos compostos que integram os dois 
primeiros grupos apresentam elevada volatilidade e são componentes dos óleos essenciais 
(Croteau et al., 2000). O grupo dos alcalóides têm um papel fundamental no mundo actual, 
integrando fármacos, estimulantes, narcóticos e venenos (Cordell et al., 2001), no entanto, 
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como não faz parte da constituição dos óleos essenciais, estes metabolitos secundários não 
serão abordados neste trabalho.  
 
1.1.1. Óleos essenciais 
Os óleos essenciais, ou essências, são misturas complexas de compostos voláteis 
produzidos por organismos vivos. Estes óleos caracterizam-se por possuírem um odor muito 
forte, serem líquidos, voláteis, translúcidos, solúveis em lípidos e em solventes orgânicos 
(Guenther, 1948; Burt, 2004). Embora possuam dois ou três compostos principais, a 
constituição destes óleos pode variar entre algumas dezenas de compostos (Guenther, 
1948; Burt, 2004) e mais de uma centena (Burt, 2004). A presença destes óleos está 
normalmente associada a plantas aromáticas provenientes de climas quentes, caso das 
zonas mediterrânica e tropicais. Podem ser sintetizados por todos os tipos de órgãos 
vegetais das plantas, ou seja, rebentos, flores, folhas, caules, sementes, frutos e raízes. 
Geralmente encontram-se localizados em canais secretores, idioblastos, tricomas 
secretores, bolsas e osmóforos (Guenther, 1948; Baser, 1995; Seigler, 1998) 
As propriedades naturais destes óleos, nomeadamente antifúngicas, antibacterianas, 
insecticidas e, regra geral, o seu odor agradável, têm tornado estes óleos foco de atenção. 
Dos inúmeros óleos descritos, cerca de 10% têm valor e importância comercial na indústria 
farmacêutica, agronómica, alimentar, sanitária, cosmética e da perfumaria (Boyle, 1955; 
Schultes, 1987). A extracção destes óleos pode efectuar-se através de dióxido de carbono 
líquido a baixa temperatura e elevada pressão ou por destilação por água ou vapor. A 
primeira metodologia altera menos as propriedades do óleo, no entanto é mais dispendiosa, 
pelo que as duas últimas são as mais utilizadas (Baser, 1995; Burt, 2004). 
Do ponto de vista químico, os constituintes dos óleos essenciais são sobretudo 
hidrocarbonetos, álcoois, aldeídos, cetonas, ésteres, e aminas. Embora a composição 
química destes óleos seja complexa, os seus constituintes maioritários são os terpenos, em 
especial os mono-, sesqui- e diterpenos. Da sua composição podem igualmente fazer parte 
fenilpropanóides, ácidos gordos e ésteres derivados destes ácidos gordos (Baser, 1995; 
Bauer et al., 2001). 
  
1.1.2. Terpenos  
Os terpenos são o grupo de metabolitos secundários mais diversificado que se conhece, 
constituindo uma vasta família, cujas estruturas contêm um esqueleto carbonado composto 
por várias unidades de isopreno (Gershenzon, 1994; Bach, 1995). A sua síntese dá-se a 
partir do metabolismo primário, através da via do mevalonato ou da via independente do 
mevalonato (Croteau et al., 2000). Destas vias forma-se uma molécula de isopentenil 
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pirofosfato (IPP) ou do seu isómero dimetialil pirofosfato (DMAPP). A produção de sesqui-, 
tri-, politerpenos e esteróis ocorre no citosol e no retículo endoplasmático das células 
vegetais, através da via do mevalonato. Já a produção de mono-, di-, tetraterpenos, 
carotenóides, plastoquinona e fitol, ocorre ao nível dos plastos, através da via independente 
do mevalonato, ou via do metileritritol (MEP) (figura1) (Croteau et al., 2000; Taiz e Zeiger, 
2002). 
Figura 1. Biossíntese de terpenos pela via do ácido mevalónico e pela via do metileritritol fosfato 
(adaptado de Seigler 1998 e Costa 2005) 
 
O IPP é a unidade estrutural de todos os terpenos. A sua condensação com DMAPP 
origina geranil pirofosfato (GPP) molécula com dez carbonos e precursora de todos os 
monoterpenos. A ligação de GPP com uma molécula de IPP, origina o farnesil pirofosfato 
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(FPP), molécula com quinze carbonos e precursora dos sesquiterpenos. Da adição de uma 
molécula de IPP a FPP resulta o geranilgeranil pirofosfato (GGPP), precursor dos 
diterpenos. A dimerização de FPP e GGPP origina triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), 
respectivamente (Croteau et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2002).  
A presença de terpenóides nas plantas está associada à defesa contra herbivoria, 
patogénios, interacções alelopáticas e atracção de polinizadores (Langenheim, 1994). No 
entanto, a sua produção é dispendiosa em termos metabólicos, pelo que a mesma é 
regulada de acordo com as necessidades ambientais da planta (Langenheim, 1994; 
Gershenzon, 1994). Este grupo de compostos é o mais abundante nos óleos essenciais 
(particularmente os mono- e sesquiterpenos), pelo que estão associados a muitas das 
fragrâncias que conhecemos, facto que os torna muito utilizados na indústria da perfumaria 
e dos aromas (Schultes, 1987; Baser, 1995; Bauer et al., 2001) 
 
1.1.3. Fenóis 
Os fenóis são metabolitos secundários que contêm um grupo fenólico, ou seja um grupo 
hidroxilo funcional no anel aromático Podem ser sintetizados por duas vias metabólicas: a 
do ácido xiquímico e a do malonato/acetato (Croteau et al., 2000). A maioria dos compostos 
fenólicos provenientes das plantas tem origem na primeira via, sendo que a segunda é 
utilizada por bactérias e fungos. Na via do ácido xiquímico a eritrose-4 fosfato, proveniente 
da via das pentoses fosfato, e o fosfoenolpiruvato, proveniente da glicólise, são convertidos 
em aminoácidos aromáticos, mais especificamente triptofano, tirosina e fenilalanina (Croteau 
et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2002). A maioria dos compostos fenólicos das plantas é derivada 
da fenilalanina (Taiz e Zeiger, 2002). Este aminoácido é convertido em ácido trans-cinâmico 
pela enzima fenilalanina amónia liase (PAL) e seguidamente é convertido em ácido p-
cumárico. Este é o precursor dos fenilpropanóides simples, das cumarinas e das lenhinas 
(Taiz e Zeiger, 2002; Winkel, 2006). O ácido cumárico pode ser convertido em chalcona, 
molécula precursora das flavonas, isoflavonas, flavonóides, antocianinas e taninos (Winkel, 
2006). 
Os fenóis desempenham funções essenciais nas plantas vasculares. Um bom exemplo 
disso é o das lenhinas, responsável pela estrutura e sustentabilidade destas plantas, ou o 
caso das flavonas e dos flavonóis que protegem as plantas da radiação UV excessiva 
(Croteau et al., 2000). As antocianinas, o grupo mais vasto de flavonóides pigmentados, são 
responsáveis pela coloração por vezes berrante de algumas plantas, desempenhando um 
papel importante na atracção de polinizadores (Croteau et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2002). Já 
no caso dos taninos, estes tornam as plantas que os possuem bastante indigestas, 
representando uma forte defesa contra herbivoria (Robbins et al., 1987). 
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Figura 2. Representação esquemática da a) via biossintética do ácido xiquímico e da b) via de 
formação de fenóis a partir da fenilalanina (adaptado de Costa 2005, Pereira 2006, Lobo e Lourenço 
2007). 
 
1.1.4. Actividade biológica e modo de acção dos metabolitos secundários  
Estudos recentes efectuados com óleos essenciais, em especial nos campos da 
microbiologia, medicina e farmacêutica, têm revelado que a actividade biológica destes 
óleos é vasta e diversificada. São apontados como tendo actividade antibacteriana (Dorman 
e Deans, 2000; Inouye et al., 2001; Chorianopoulos et al., 2004; Prabuseenivasan et al., 
2006; Longaray Delamare et al., 2007), antifungica (Adam et al., 1998; Angioni et al., 2004; 
He et al., 2007; Dalleau et al., 2008; Mesa-Arango et al., 2009; Pripdeevech e Chukeatirote, 
2010), anti-viral (Sivropoulou et al., 1997; Paduch et al., 2007), antioxidante (Yildirim et al., 
2000; Bozin et al., 2006; Dandlen et al., 2010) e, mais recentemente, como tendo 
propriedades anti-cancerígenas (Paduch et al., 2007; Kwon et al., 2010), analgésicas (do 
Vale et al., 2002) e anti-inflamatórias (Svoboda e Hampson, 1999; Edris, 2007; Kim et al., 
2008). No entanto, de entre os vários efeitos da aplicação destes óleos, a sua acção 
antimicrobiana é das mais estudadas e é aquela com maior relevância para o presente 
trabalho. 
A actividade antimicrobiana de diferentes óleos essenciais e de alguns dos seus 
constituintes foi já referida por vários autores (Bakkali et al., 2008). Em 2004, 
Chorianopoulos et al. estudaram a acção antibacteriana de óleos essenciais provenientes de 
várias espécies endémicas de regiões mediterrâneas em diferentes microorganismos 
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patogénicos que crescem em alimentos, nomeadamente Escherichia coli, Salmonela 
enteritidis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus. Concluiram 
que, os óleos essenciais de Satureja sp. (segurelha) eram capazes de inibir o crescimento 
de todos os microorganismos analisados, embora este efeito tenha sido mais acentuado no 
caso das bactérias gram-positivas. Ensaios utilizando estirpes de E. coli e S. aureus 
resistentes a antibióticos permitiram concluir que a utilização combinada de três 
sesquiterpenos (guaiazuleno, nerolidol, e germacreno D) e os antibióticos (ciprofloxacina, 
eritromicina e gentamicina) desencadeavam um aumento da sensibilidade destas estirpes 
(Simões et al., 2008). 
O mecanismo de acção dos óleos essenciais e da maioria dos seus constituintes não é 
ainda totalmente conhecida (Lambert et al., 2001; Edris, 2007). No entanto, pensa-se que a 
hidrofobicidade dos mesmos é a principal causa da sua acção bactericida, permitindo a 
estes compostos uma permeabilidade relativamente elevada, podendo integrar-se nas 
membranas lipídicas e destabilizar toda a estrutura e homeostase celulares. Um estudo 
relativo à acção bactericida de diterpenos revelou que esta sofria uma redução acentuada 
quando se diminuía a hidrofobicidade destes compostos, através da adição de grupos 
3β-OH à estrutura inicial dos mesmos (Mendoza et al., 1997). 
Os óleos essenciais constituem misturas complexas de muitos metabolitos secundários e 
vários estudos reportam que, na maioria das vezes, a actividade biológica de um óleo é 
diferente da dos seus compostos isolados (Zacarya et al., 1993; Cimanga et al., 2002). 
Assim, tendo em conta a sua complexidade química e o número de compostos que os 
constituem, estes óleos, provavelmente possuem múltiplos modos de acção que se inter-
relacionam entre si (Caccioni et al., 1998; Savelev, 2003). De entre os vários alvos celulares 
da acção destas substâncias destacam-se a degradação da parede celular, da membrana 
celular e das proteínas aí integradas, vasamento e destruição do citoplasma e degradação 
do potencial electroquímico da célula (Cristani et al., 2007; Mesa-Arango et al., 2009; Zore et 
al., 2011). No entanto, vários estudos sugerem que os principais alvos da acção dos óleos 
essencias e seus constituintes são a parede celular e a membrana plasmática (Trombetta et 
al., 2005; Cristani et al., 2007; Guimarães et al., 2010). 
Em geral, óleos essenciais com actividade antimicrobiana elevada são ricos em 
compostos fenólicos como carvacrol, timol e eugenol (Ultee et al., 2002; He et al., 2007; 
Gutierrez et al., 2008). Este tipo de compostos é também dos mais estudados e cujo modo 
de acção foi mais vezes debatido e descrito. O carvacrol e o timol são isómeros com 
percentagens elevadas em óleos de espécies de Origanum e Thymus (Chorianopoulos et 
al., 2004). Pensa-se que o carvacrol tem a capacidade de aumentar a permeabilidade e 
fluidez da membrana plasmática e que se integra na mesma, alinhando-se entre os ácidos 
gordos, o que desencadeia a expansão e a destabilização da mesma (A Ultee et al. 1999; A. 
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Ultee et al. 2002). Dependendo da concentração, este composto pode destabilizar a 
membrana plasmática ao ponto de formar buracos e de levar a uma fuga dos iões 
intracelulares e, consequentemente, a uma diminuição drástica no potencial electroquímico 
da membrana e a uma diminuição do ATP intracelular (Ultee et al., 2002). Pensa-se que o 
modo de acção do timol seja muito semelhante ao do carvacrol, além disso estes dois 
compostos parecem possuir uma acção sinérgica entre si (Lambert et al., 2001). Outra 
interacção sinérgica conhecida é entre o carvacrol e o seu precursor metabólico, o p-
cimeno, que possui uma capacidade de aumentar a fluidez membranar superior à do 
primeiro (Ultee et al., 2002) e quando combinados, parece aumentar o potencial bactericida 
do carvacrol (Ultee et al., 2000). 
Outro composto bastante estudado devido à sua elevada actividade antimicrobiana, 
mesmo em células integradas em biofilmes, é o eugenol (He et al., 2007). Pensa-se que o 
grupo hidroxilo deste composto é capaz de se ligar a proteínas, inibindo a acção de várias 
enzimas (Thoroski et al., 1989).  
 
1.2. Biofilmes 
A primeira definição de biofilme surgiu em 1978, quando Costerton et al. observaram que, 
em sistemas aquáticos, as comunidades de bactérias aderentes se encontravam envolvidas 
numa matriz de natureza polissacarídica, capaz de mediar o processo de adesão celular. 
Estas comunidades são formadas por células livres e microcolónias e a matriz exopolimérica 
que as envolve é de natureza aniónica e encontra-se altamente hidratada (Costerton et al., 
1987). Embora só nos anos 70, com a tomada de consciência da universalidade dos 
biofilmes, tenha surgido interesse no seu estudo, as primeiras observações destas 
comunidades remontam ao início da microscopia.  
Biofilmes fossilizados, com cerca de 3,5 biliões de anos encontram-se entre os primeiros 
testemunhos de vida na Terra (de Carvalho, 2007). Esta parece ser a forma de colonialismo 
melhor sucedida, já que os biofilmes habitam desde os solos, sedimentos, minerais, 
superfícies vegetais e animais até ambientes extremos, como glaciares. Estima-se que 
cerca de 99% dos microrganismos que habitam o nosso planeta vivam nestas comunidades 
microbianas (Costerton et al., 1999) O desenvolvimento microbiano sob a forma de biolfilme, 
parece permitir e facilitar o crescimento em condições de stress ( Stewart e Costerton 2001; 
Costerton et al. 1999; Jefferson 2004) 
O segrego por detrás do sucesso dos biofilmes parece estar relacionado com a matriz 
que os constitui. A matriz destas comunidades microbianas é constituída por água, células, 
proteínas, produtos resultantes da lise celular e exopolímeros (EPS). Independentemente da 
sua composição, os EPS são considerados elementos-chave da matriz de um biofilme, 
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determinando as propriedades físico-químicas e biológicas do mesmo (Sutherland, 2001b; 
Allison, 2003). Estas substâncias permitem a adesão célula-célula e a superfícies, 
conferindo estabilidade mecânica à estrutura dos biofilmes. A estrutura tridimensional 
conferida por estes polímeros providencia uma barreira física contra células fagocitárias e 
agentes antibacterianos. A natureza aniónica da matriz permite-lhe, igualmente, ligar-se a 
antibióticos e agentes biocidas (geralmente positivamente carregados) e impedir a sua 
difusão e penetração no interior da estrutura (Donlan e Costerton, 2002). Estas limitações 
difusionais, permitem a manutenção de nutrientes, moléculas relacionadas com a 
comunicação celular e e produtos celulares em locais acessíveis às células (Costerton et al., 
1987; Stoodley et al., 2002; Jefferson, 2004).Os EPS da matriz asseguram também, um 
ambiente altamente hidratado, que permite não só a sobrevivência dos microorganismos 
que integram os biofilmes, mas também a manutenção da actividade de enzimas, capazes 
de degradar compostos a serem utilizados como nutrientes e compostos tóxicos que 
coloquem em causa a integridade celular (Davey e O’Toole, 2000; Jefferson, 2004) 
  
1.2.1. Formação de Biofilmes. 
Os biofilmes podem estabelecer-se numa gama diversificada de superfícies tanto de 
origem abiótica como biótica. Estas comunidades podem ser constituídas por 
microrganismos da mesma espécie ou de diferentes espécies e a sua formação requer 
coordenação, interacção e comunicação entre as células que as integram (Davey e O’Toole, 
2000).  
A formação de um biofilme ocorre em 5 fases principais: 1) a aderência a uma superfície, 
2) formação de uma microcolónia, 3) maturação, 4) aquisição de uma estrutura bem definida 
e 5) dispersão de células do biofilme para o meio circundante. Os dois primeiros passos 
diferem entre espécies bacterianas, estando relacionados com o habitat de cada uma. No 
entanto, a maturação e a aquisição de uma estrutura definida num biofilme são passos 
regulados por sinais inter-especificamente conservados (Stanley e Lazazzera, 2004). 
O contacto inicial de uma célula bacteriana com uma superfície pode não ser 
necessariamente regulado, no entanto para que a ligação estabelecida seja estável tal 
regulação existe. Um exemplo disso, é o sistema de sinalização Cpx presente em E. coli, 
composto por CpxA, uma cinase sensora /fosfatase e por CpxR, uma proteína reguladora. 
Um mutante cpxR forma menos interacções célula-superfície estáveis comparativamente à 
estirpe selvagem. Este sistema de sinalização de duas componetes regula positivamente 
P-pilli que está relacionado com a adesão a superfícies (Stanley e Lazazzera, 2004). Este 
primeiro passo da formação de um biofilme é altamente dependente das condições 
ambientais, nomeadamente da osmolaridade. Neste âmbito, conhecem-se outros sistemas 
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de sinalização de duas componentes que influenciam a adesão célula-superfície, como é o 
caso do sistema EnvZ /OmpR, também de E. coli (Prigent-Combaret et al., 2001).  
Para a construção de um sistema complexo que é um biofilme, a adesão a uma 
superfície não é o suficiente, sendo igualmente necessário, divisão celular e interacções 
célula-célula estáveis para manter o estado de micro-colónia (Reisner et al., 2003; Stanley e 
Lazazzera, 2004). O primeiro pressuposto é facilmente alcançável pela simples presença de 
nutrientes apropriados e em quantidade suficiente no meio. No entanto, o estabelecimento 
de ligações estáveis célula-célula requer outras condições, como é o caso da produção de 
estruturas motoras que facilitem a acumulação celular (caso dos pili), no caso das bactérias 
gram negativas (de Carvalho, 2007), e principalmente, a produção de EPS por parte das 
células (Heilmann et al., 1996). Em S. aureus e em S. epidermis, a formação de 
microcolónias é mediada pela produção de adesina polissacarídea intercelular (PIA). Vários 
factores ambientais influenciam a produção deste polissacárido, nomeadamente a presença 
de glucose no meio, condições de anaerobiose, elevada temperatura e osmolaridade e 
concentrações limitadas de etanol e ferro (Gotz, 2002). 
O desenvolvimento de um biofilme requer a maturação deste agregado e a aquisição de 
uma estrutura e arquitectura definidas. A maturação de um biofilme é influenciada tanto por 
condições alheias à regulação bacteriana (caso de várias forças físicas capazes de actuar 
no ambiente em questão), como por processos altamente regulados. O formato, destas 
comunidades é regulado para permitir a máxima aquisição nutricional (Jefferson, 2004). 
Além da disponibilidade de nutrientes, o crescimento e desenvolvimento de um biofilme é 
igualmente influenciado por interacções e comunicação célula-célula, evento designado por 
quorum-sensing. O quorum-sensing permite às células terem a percepção da densidade 
populacional, através de pequenas moléculas sinalizadoras designadas autoindutores (AI) 
(Kjelleberg e Molin, 2002). O tipo de AI utilizado varia conforme a “comunicação” seja intra 
ou interespecífica. Estas moléculas permitem coordenar o comportamento de células 
individuais dentro de uma população (Kjelleberg e Molin, 2002; Simões et al., 2009).  
A aquisição de uma estrutura /arquitectura definida é o último passo na formação de um 
biofilme. Actualmente já se sabe bastante sobre estas associações celulares, pelo que se 
construíram modelos estruturais para as mesmas. Entre eles destacam-se: a estrutura 
planar homogénea, o modelo heterógeno em forma de mosaico e um modelo caracterizado 
por estruturas em forma de cogumelo e por canais de água (Wimpenny et al., 2000). A 
definição do tipo de estrutura a adquirir por parte de um biofilme em formação está 
relacionada com a concentração de nutrientes disponíveis e com condições hidrodinâmicas 
do sistema (Tolker-Nielsen e Molin, 2000; Wimpenny et al., 2000). 
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1.2.2. Funções e Consequências do Desenvolvimento dos Biofilmes  
A vida fora do laboratório raramente oferece aos microrganismos condições ideais de 
crescimento, nomeadamente disponibilidade nutricional como a encontrada nos meios de 
cultura. Assim, como forma de enfrentar os constantes stresses ambientais, os 
microorganismos sacrificam as elevadas taxas de crescimento, associadas à forma de vida 
planctónica, em prol da segurança e das vantagens oferecidas pela vida comunitária séssil 
(Costerton e Lappin-Scott, 1995). 
Uma das vantagens dos biofilmes relativamente às células planctónicas é o aumento da 
resistência a vários tipos de stress, nomeadamente a forças físicas, a flutuações de pH e de 
temperatura, a baixas concentrações de nutrientes, a radicais oxigenados, desinfectantes e 
antibióticos (Costerton et al., 1999; Stewart e Costerton, 2001). Esta resistência parece estar 
associada à matriz de exopolímeros, que mantém a estrutura dos biofilmes e constitui uma 
barreira capaz de impedir o acesso de antibióticos e outras substâncias biocidas às células 
(Sutherland, 2001b; Allison, 2003). Esta matriz confere igualmente protecção contra outros 
stresses, incluindo a radiação UV, a dissecação (Davey e O’Toole, 2000; de Carvalho, 2007) 
e a fagocitose, permitindo à comunidade microbiana defender um nicho dentro de um 
hospedeiro, por exemplo (Donlan e Costerton, 2002).  
O desenvolvimento sob a forma de biofilme, tem algumas semelhanças com a vida 
multicelular, já que dentro deste tipo de comunidades existe uma certa variabilidade 
fenotípica, que pode ser interpretada, até certo modo, como uma especialização e que 
permite a divisão de trabalho. Esta variabilidade advém do facto de, dentro da comunidade 
as células estarem sujeitas a diferentes factores (diferentes disponibilidades nutricionais, 
concentrações de oxigénio, valores de pH, etc) conforme a posição mais externa ou interna 
que ocupam dentro do biofilme (Shapiro, 1998). Nos biofilmes o fenómeno de transferência 
horizontal de genes é altamente favorecido, estando por detrás do aumento da diversidade 
genética dos organismos que os constituem. Esta característica dos biofilmes é das que têm 
maior impacto nas áreas da saúde pública e farmacêutica, já que este fenómeno está por 
detrás da criação de bactérias multi-resistentes aos antibióticos e agentes bactericidas mais 
comuns (Gilbert et al., 1997; Stewart e Costerton, 2001). 
Na natureza os biofilmes são uma peça chave na produção e degradação da matéria 
orgânica, na degradação de muitos poluentes ambientais e no ciclo do nitrogénio, do 
enxofre e de muitos metais (Davey e O’Toole, 2000). Em termos de aplicabilidade, o 
potencial destas comunidades estende-se a áreas como a biotecnologia e a biorremediação, 
em especial no tratamento de águas residuais e desperdícios ambientais. No entanto, nos 
últimos anos, os biofilmes têm sido alvo da atenção da comunidade científica pelas piores 
razões (Hockin e Gadd, 2006). Eles representam um problema grave em muitos dos ramos 
industriais, nomeadamente nos da indústria alimentar, cosmética, farmacológica e de 
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produção de papel (Poulsen, 1999; Hallam et al., 2001; Beech e Sunner, 2004; de Carvalho, 
2007). Os casos mais alarmantes da presença de biofilmes são, no entanto, os relacionados 
com a saúde pública e clínica, onde estas comunidades estão relacionadas com diversas 
patologias e com o aparecimento de casos infecciosos devido à colonização de 
equipamento hospitar e de implantes, causando por vezes a sua rejeição por parte do 
hospedeiro (Marion-Ferey et al., 2003). Mais de 80% das infecções bacterianas verificadas 
em humanos envolvem a formação de biofilmes (Simões et al., 2009).  
As causas por detrás da resistência dos biofilmes a antibióticos, detergentes e biocidas 
não são ainda totalmente conhecidas (Smith, 2005). No entanto, parecem não ser as 
mesmas que as verificadas em células planctónicas, nomeadamente, o facto de possuírem 
bombas de efluxo, enzimas modificadas ou mutações pontuais (Stewart e Costerton, 2001). 
Há algumas hipóteses que expliquem a resistência dos biofilmes a antibióticos. Uma delas, 
aponta para que haja uma penetração lenta ou incompleta dos antibióticos nas primeiras 
camadas da matriz. Antibióticos aminoglicosídicos, positivamente carregados, ligam-se a 
elementos negativamente carregados da matriz dos biofilmes, o que os inactiva e dificulta a 
sua integração nas camadas mais profundas dos mesmos (Stewart e Costerton, 2001; 
Smith, 2005). Outra hipótese está relacionada com a acumulação de detritos metabólicos 
acídicos nos biofilmes, que poderão causar diferenças de pH dentro dos mesmos (levando 
por exemplo a uma inibição da acção dos antibióticos). Nos biofilmes as células apresentam 
uma taxa de crescimento reduzida, ora, muitos antibióticos, caso da penicilina, matam 
apenas células em crescimento, pelo que a sua utilização neste caso deixa de ser eficaz. 
Além disso, a acumulação de desperdícios metabólicos no biofilme pode levar a que 
algumas células alterem a proporção relativa de porinas, diminuindo a sua permeabilidade 
aos antibióticos (Stewart e Costerton, 2001). 
A batalha contra os biofilmes tem vindo a ser feita em várias áreas, não apenas com a 
pesquisa de novos antibióticos capazes de penetrar e matar as células constituintes destas 
comunidades, mas também com a procura de compostos capazes de impedir a formação 
destas estruturas, sem no entanto matar os microorganismos e desencadear fenómenos de 
resistência (Clark, 1996; Smith, 2005; de Carvalho, 2007; de Carvalho e da Fonseca, 2007; 
Aslam, 2008). 
 
1.2.3. Os Óleos Essenciais na Batalha contra os Biofilmes 
A procura de compostos capazes de combater a formação e o desenvolvimento de 
biofilmes tem demonstrado que, alguns óleos essenciais e compostos deles derivados 
possuem propriedades anti-biofilme (de Carvalho e da Fonseca, 2007; Nostro et al., 2007; 
Gursoy et al., 2009; Budzynska et al., 2011; Cateau et al.,).  
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O modo de acção de muitos dos óleos ou metabolitos secundários com interferência na 
formação ou desenvolvimento de biofilmes é ainda desconhecido. No entanto, sabe-se que 
uma das formas de acção de muitos destes compostos é através da interferência no 
quorum-sensing microbiano (Ahmad et al., 2011). Muitas espécies vegetais produzem 
moléculas que mimetizam os AI destes organismos, impedindo assim a “comunicação” 
célula-célula e a formação de biofilmes robustos, induzindo a dispersão celular (Simões et 
al., 2009; Ahmad et al., 2011). Óleos como os de Conocarpus erectus (mangue de botão), 
Tetrazygia bicolour e Quercus virginiana (carvalho vivo do sul) são alguns exemplos de 
essências que demonstraram ter influência na formação de biofilmes, através da inibição do 
quorum- sensing (Adonizio et al., 2006; Simões et al., 2009). Estudos com farnesol, um 
sesquiterpeno com influência ao nível do quorum-sensing, demonstraram que este 
metabolito tem a capacidade de comprometer a formação de biofilmes em S. aureus e 
Candida albicans (Jabra-Rizk et al., 2006). 
Por exemplo, o óleo de Satureja hortensis (satureja) mostrou ter um efeito anti-biofilme na 
bactéria oral Prevotella nigrescens (Gursoy et al. 2009). Estudos com timol, demonstraram 
que este terpeno tem a capacidade de inibir a formação de biofilmes de C. albicans e induzir 
a destruição de biofilmes estabelecidos (Braga et al., 2008). Os terpenos carveol e carvona 
promoveram a separação celular em Rhodococcus erythropolis, prevenindo deste modo, a 
formação de biofilmes (de Carvalho e da Fonseca, 2007).   
 
1.3. Objectivos 
Com este trabalho pretendeu estudar-se a capacidade de extratos voláteis de plantas 
aromáticas para inibir a formação ou o desenvolvimento de biofilmes bacterianos. O 
objectivo foi o de descobrir novas substâncias capazes de impedir a adesão celular ou 
destruir biofilmes estabelecidos, sem no entanto, desencadear a morte celular e o possível 
fenómeno de resistência bacteriana, que lhe está muitas vezes associado. Para tal 
procedeu-se: 
 Ao isolamento e caracterização de óleos essenciais de várias plantas aromáticas 
mediterrânicas. 
 À avaliação da capacidade anti-adesão e de dispersão de biofilmes estabelecidos dos 
vários óleos analisados.  
 Ao estudo do modo de acção dos óleos mais eficazes como anti-aderentes. 
 Ao estudo da acção combinada de óleos e antibióticos. 
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2. Material e Métodos 
 
2.1. Material vegetal 
O material biológico utilizado nos vários ensaios foi proveniente de diferentes fontes, 
como descrito na Tabela 1 em anexo. No caso de algumas amostras vegetais frescas, estas 
foram armazenadas a -20ºC até serem analisadas.  
 
2.2. Extracção da componente volátil  
Os óleos essenciais foram isolados do material vegetal por um processo de 
hidrodestilação durante 3h, num aparelho do tipo Clevenger (Council of Europe, 2007). A 
componente volátil foi isolada com uma velocidade de destilação de 3mL.min-1 e as 
amostras de óleo foram armazenadas a -20ºC até análise. 
 
2.3. Análise da componente volátil  
2.3.1. Cromatografia Gás-Líquido 
As análises de Cromatografia Gás-Líquido (CGL) foram efectuadas num cromatógrafo 
Perkin Elmer 8700 equipado com dois Detectores de Ionização de Chama (DIC), um sistema 
de tratamento de dados e um injector, no qual foram instaladas duas colunas de polaridade 
diferente: DB-1 de sílica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, (30 m x 0,25 mm d.i., 
espessura de filme 0,25 m; J & W Scientific Inc.) e DB-17HT de sílica fundida 
(30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 m; J & W Scientific Inc.). A temperatura do 
forno foi programada de 45°C a 175°C, a uma taxa de 3°C/min, e subsequentemente a 
15°C/min até 300°C. Atingidos os 300°C a temperatura foi mantida durante 10min. As 
temperaturas do injector e dos detectores foram 280°C e 290°C, respectivamente. Gás de 
arrastamento, hidrogénio, ajustado para uma velocidade linear de 30cm/s. Relação de 
repartição de fluxo, 1:50. A composição percentual dos óleos foi determinada pela 
integração das áreas dos picos sem utilização de factores de correcção. Os valores 
apresentados correspondem ao valor médio de duas injecções. 
 
2.3.2. Cromatografia Gás-Líquido  / Espectrometria de Massa 
Nas análises de Cromatografia Gás-Líquido/Espectrometria de Massa (CGL/EM) utilizou-
se um cromatógrafo Autosystem XL equipado com uma coluna de sílica fundida DB-1 
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(30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 µm; J & W Scientific Inc.) ligado a um 
espectrómetro de massa Perkin-Elmer Turbomass (versão de programa 4.1). A temperatura 
do forno foi programada de 45 a 175˚C, a uma taxa de 3˚C/min, e subsequentemente a 
temperatura subiu a 15˚C/min até 300˚C. Atingidos os 300˚C a temperatura foi mantida 
durante 10min; temperatura da linha de transferência, 280˚C; temperatura da câmara de 
ionização, 220˚C; gás de arrastamento, hélio, ajustado para uma velocidade linear de 
30cm/s; relação de repartição de fluxo, 1:40; energia de ionização, 70eV; corrente de 
ionização, 60µA; gama de massas, 40-300 u; tempo de varrimento, 1 s. 
A identidade dos compostos foi determinada por comparação dos seus índices de 
retenção e espectros de massa, com os de padrões comerciais e compostos de referência 
presentes em óleos existentes no laboratório e por comparação com uma biblioteca de 
espectros de massa desenvolvida no laboratório. 
 
2.4. Microorganismos e Condições de Crescimento 
2.4.1. Rhodococcus erythropolis 
A estirpe bacteriana R. erythropolis DCL14 foi isolada pela Divisão de Microbiologia 
Industrial da Universidade de Wageningen, Países Baixos. As variantes rugosa (DCL14-R) e 
mucosa (DCL14-S) de R. erythropolis foram previamente isoladas por simples isolamento de 
colónias em placas de agar no laboratório do IBB (Instituto de Biotecnologia e 
Bioengenharia) no Centro de Engenharia Biológica e Química do Instituto Superior Técnico 
de Lisboa.  
As células foram crescidas em erlenmeyers de 100mL contendo 20 mL de meio mineral 
mínimo a pH 7 suplementado com 2 g/L de etanol absoluto, a 28 ºC e 200 rpm. O meio 
mineral utilizado, por litro de água desmineralizada, continha 10 mL de uma solução 100 
vezes concentrada de esporo D e 10 mL de uma solução tampão fosfato 100 vezes 
concentrada. A constituição de cada uma destas soluções é apresentada na tabela 2 em 
anexo. O crescimento bacteriano foi monitorizado por medição da densidade óptica (D.O.) a 
600 nm, utilizando um espectrofotómetro Hitachi U-2000. 
 
2.5. Varrimento de Óleos Essenciais 
Com a finalidade de determinar quais os óleos essenciais com maior potencial para inibir 
biofilmes, avaliou-se a formação dos mesmos na presença de cada um dos óleos em placas 
de 6 poços. A influência dos óleos nas células bacterianas e na adesão celular foi avaliada 
através da leitura do poencial zeta das membranas plasmáticas bacterianas. Para garantir 
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que os ensaios eram efectuados a concentrações sub-inibitórias procedeu-se à 
determinação da MIC para cada um dos óleos. 
 
2.6. Determinação das Concentrações Mínimas Inibitórias do 
Crescimento (MICs) 
As concentrações mínimas inibitórias (MICs) do crescimento dos vários óleos essenciais 
foram determinadas em placas de 96 poços contendo 150 µl de meio mineral mínimo para 
Rhodococcus (suplementado com glucose a 2 g /L), 50 µL de inóculo bacteriano e diferentes 
concentrações dos vários óleos essenciais, tendo-se testado concentrações de óleo que 
variaram entre 1,46x10-4 % (v/v) e 10,0 %(v/v). As placas foram seladas com membranas 
estéreis Sealing Films Breathe-Easy™ da Sigma-Aldrich, para evitar a evaporação das 
amostras, e incubadas a 28 ºC e a 200 rpm num incubador Agitorb 200 da Aralab. 
Monitorizou-se o crescimento bacteriano às 0, 17 e 24h através da leitura da D.O. das várias 
amostras a 600 nm, num leitor de placas Spectra max 340 PC. As MICs foram igualmente 
determinadas em meio Mueller-Hilton, tendo-se ajustado a D.O. do inóculo a 0,5 McFarland 
de acordo com as instruções do CLSI(CLSI, 2005). Testou-se uma gama de concentrações 
entre 0,016 e 20,0% (v/v). 
 
2.7. Análise de Biofilmes 
2.7.1. Avaliação da Formação de Biofilmes 
A análise da formação de biofilmes foi feita a três níveis: 
 Em placas de 6 poços para o varrimento inicial dos óleos mais eficazes na inibição de 
biofilmes. Cada poço continha diferentes óleos essenciais (0,25 % (v/v)), 3,5 ml de 
meio mineral mínimo (suplementado com glucose a 2 g/L) e 500 µl de inóculo (de 
cada uma das variantes) com uma D.O.600 de aproximadamente 1. As amostras foram 
incubadas a 28 ºC e 200 rpm. Após 24 horas, as placas foram analisadas por 
microscopia. Para o efeito utilizou-se um microscópio Olympus CX40. As imagens 
foram capturadas com uma câmara CCD a cores EvolutionTM MP5.1 usando o 
software Image-Pro Plus, ambos da Media Cybernetics, Inc. (USA). 
 Em placas de 96 poços contendo 150 µl de meio mineral (suplementado com glucose 
a 2 g/L) ou meio Mueller-Hinton (M-L), 50 µL de inóculo em fase exponencial e 
volumes dos diferentes óleos correspondentes a 20, 10 e 5% da MIC de cada um 
deles. Para o meio M-H o inóculo foi diluído até 0,5 MacFarland. Fizeram-se 
duplicados. As amostras foram incubadas durante 17 horas à temperatura de 28 ºC e 
a 200 rpm. Depois deste período foi efectuado o teste do violeta de cristal. 
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2.7.2. Análise de Biofilmes Estabelecidos 
Com este ensaio pretendeu perceber-se a capacidade dos diferentes óleos para reduzir 
os níveis de biofilmes estabelecidos. Para tal, caixas de 96 poços contendo 150 µl de meio 
mineral (com glucose a 2 g/L) ou meio Mueller-Hinton (23 g/L) e 50 µl de inoculo em fase 
exponencial, foram incubadas a 28 ºC e 200 rpm durante 24 h. No fim deste período, 
efectuou-se o teste do violeta de cristal numa das caixas, a caixa controlo, para avaliar os 
biofilmes formados. Nas restantes caixas foram adicionados aos diferentes poços, volumes 
de óleo essencial correspondentes a 20, 10 e 5% da MIC de cada óleo em estudo. Nestas a 
incubação continuou durante mais 24 h à temperatura de 28 ºC e 200 rpm. Decorrido este 
período, avaliou-se o tamanho do biofilme pelo teste do violeta de cristal. 
 
2.7.3. Avaliação do biofilme formado pelo teste do violeta de Cristal  
O teste do violeta de cristal foi efectuado em placas de 96 poços de acordo com 
(Christensen et al., 1985), com algumas modificações, da seguinte forma: 
 Com a ajuda de uma pipeta, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante dos diferentes 
poços, evitando tocar no fundo dos mesmos (para evitar a destruição do biofilme 
presente e a libertação de células). 
 Aguardou-se durante cerca de 15 minutos que o conteúdo dos poços secasse.  
 Adicionaram-se, 100 µl de solução de violeta de cristal a 1% e esperou-se 20 minutos. 
 Lavaram-se as placas cuidadosamente, submergindo-as num recipiente contendo 
água limpa. Repetiu-se o processo e por fim despejou-se o conteúdo dos poços. 
 Adicionaram-se 150 µl de solução de etanol/acetona (80:20). 
 Por fim, leu-se a D.O. das amostras a 600 nm, num leitor de placas. Utilizou-se um 
leitorSpectra Max. 340 PC. 
No caso de ensaios com biofilmes realizados em placas de 6 poços, os volumes de 
solução de violeta de cristal e solução de etanol/acetona foram respectivamente de 1,3 ml e 
2 ml. 
 
2.7.4. Análise do potencial zeta 
De culturas de R. erythropolis (DCL14-R e DCL14-S) com 24h de crescimento na 
presença de cada um dos óleos essenciais, recolheram-se amostras de 1 mL. De seguida, 
centrifugaram-se as amostras, numa centrífuga eppendorf 5415D, durante 5 minutos a 
13.000 rpm. As células foram posteriormente lavadas duas vezes num ml de solução de 
KNO3 a 10 mM e por fim ressuspensas em 2 ml da mesma solução. Determinou-se a 
mobilidade electroforética das suspensões bacterianas num Doppler electrophoretic light 
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scattering analyzer (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, 
UK). O potencial zeta (δ), como uma medida indirecta da carga celular superficial, foi 
calculado a partir da mobilidade electroforética de acordo com o método de Helmholtz–von 
Smoluchowski (Hiementz, 1986). 
 
2.8. Estudo do Modo de Acção dos Diferentes Óleos Essenciais 
 2.8.1. Avaliação da desnaturação enzimática 
O estudo da influência dos vários óleos essenciais na desnaturação enzimática foi 
determinado pela actividade da catalase, monitorizando o desaparecimento do peróxido de 
hidrogénio a 240 nm (Beers e Sizer, 1952).  
Para cada óleo estudado, colocou-se 1 ml de inóculo da variante bacteriana a testar num 
eppendorf de 2 ml e adicionou-se um volume de óleo correspondente a uma concentração 
de 20% da sua MIC. Decorridas 17 h de incubação a 28 ºC e 200 rpm, as amostras foram 
centrifugadas, numa microcentrifuga Eppendorf 5415D e o sobrenadante dispensado. As 
células foram ressuspendidas num ml de solução de H2O2 (1,25 µl/ml) e rapidamente 
adicionadas a 2ml da mesma solução, previamente colocados na cuvette de 
espectofotometria. A leitura foi efectuada de 10 em 10 segundos, durante 4 minutos a 240 
nm num espectofetómetro Hitachi U-2000. 
 
2.8.2. Avaliação da acção dos óleos nos ácidos gordos membranares 
Suspensões celulares, constituídas por 1 ml de inóculo de R. eryhropolis (DCL14-R e 
DCL14-S) e 4 ml de meio mineral mínimo (suplementado com 2 g/L de glucose), foram 
incubadas a 28 ºC e 200 rpm durante 17h na presença de diferentes óleos essenciais a 
concentrações de 0,2% e 0,04% (v/v). Decorrido este período, retiraram-se 500 µl de cada 
amostra para eppendorfs de 1,5 ml. 
As amostras foram depois centrifugadas durante 5 minutos a 42.000 rpm, numa 
centrífuga Heraeus Labofuge 200. Retirou-se o sobrenadante e as células foram, por duas 
vezes, ressuspendidas em 1 ml de água Milli_Q e colocadas em eppendorfs de 1,5 ml. 
Procedeu-se a uma centrifugação, numa centrífuga Eppendorf 5415D, a 10.000 rpm durante 
5 minutos para obtenção de um pellet celular.  
Para a extracção dos fosfolipidos utilizou-se o método descrito por Bligh and Dyer de 
acordo com Findlay et al. (1989). No entanto, a metilação dos fosfoslipidos foi feita 
simultaneamente com a extracção, com metanol e ácido sulfúrico. Os ácidos gordos 
metilados formados foram extraídos com n-hexano. As amostras foram analisadas por GC 
num Cromatógrafo de Gás Agilent Technologies 6890N, com um detector FID e um injector 
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7683B. A coluna capilar usada foi uma HP-5 da Agilent J&W Scientific, com 30 m de 
cumprimento e com um diâmetro interno de 0,32 mm. A temperatura inicial do forno foi de 
140 ºC durante 4 minutos e a temperatura final foi de 250 ºC, com uma taxa de aumento de 
3 ºC / min. O injector permaneceu a 200 ºC e o detector a 250 ºC. A aquisição e a análise de 
dados foi feita com um GC Chemstation da Agilent Technologies. A identificação dos picos 
foi feita utilizando um padrão qualitativo de ácidos gordos metil-esterificados da Supelco, 
USA.  
 
2.8.3. Determinação da Viabilidade Celular 
Para a análise da viabilidade celular, utilizaram-se amostras celulares de R. erythropolis 
DCL14-R e DCL14-S crescidas em tubos de ensaio. Para tal utilizou-se 1mL de inóculo em 
fase exponencial de crescimento e 5mL de meio mineral suplementado com 2g/L de etanol. 
As culturas foram crescidas a 28ºC 200rpm na presença ou ausência de diferentes óleos 
essenciais a 0,04% (v/v). A viabilidade celular foi medida por microscopia de fluorescência, 
utilizando um LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit da Molecular Probes (Invitrogen 
Co.), que utiliza uma mistura de SYTO9, um marcador verde fluorescente para ácidos 
nucleicos, que marca todas as bactérias, e iodeto de propidio, que marca apenas bacterias 
com as membranas danificadas. Assim, as células viáveis são verde fluorescente, ao passo 
que as células com a membrana danificada são coradas de vermelho, já que quando ambos 
os marcadores estão presentes, o iodeto de propidio reduz a fluorescência do SYTO9. Foi 
utilizado um microscópio Olympus CX40, com um burner Olympus U-RFL-T e uma unidade 
cúbica de espelhos U-MWB (filtro de excitação: BP450-480; filtro barreira: BA515) As 
imagens foram capturadas com uma câmara CCD a cores EvolutionTM MP5.1 usando o 
software Image-Pro Plus, ambos da Media Cybernetics, Inc. (USA). 
 
2.8.4. Avaliação da desnaturação do DNA 
O DNA foi extraído das estirpes bacterianas estudadas segundo o método da lise alcalina 
de (Birnboim e Doly, 1979) 
 Utilizou-se um volume de inóculo que estivesse de acordo com a seguinte equação: 
D.O. do inóculo (600nm) x Volume (ml) = 30 
 As células foram depois centrifugadas durante 5 minutos a 4200 rpm numa centrífuga 
Heraeus Labofuge 200. 
 Removeu-se o sobrenadante, adicionaram-se 1,6 ml de solução P1* e homogeneizou-
se. 
 Da mistura anterior, retiraram-se 500 µl para um eppenorf e adicionaram-se 500 µl da 
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solução P2*. Incubou-se durante 5 minutos à temperatura ambiente. 
 Adicionaram-se 400 µl de solução P3*, tendo-se incubado a mistura durante 10 
minutos a 4 ºC. 
 Por fim, centrifugou-se a mistura, numa centrífuga Eppendorf 5417R a 10.000 rpm a 4 
ºC e ressuspenderam-se as células em água Milli_Q. Este passo foi repetido.  
A Análise do DNA foi efectuada através da leitura das várias amostras a 260 e 280nm, 
utilizando um espectrofotometro Hitachi U-2000  
*A constituição das soluções tampão encontra-se na tabela 3 em anexo. 
 
2.9. Estudo da Acção Combinada Óleos / Antibióticos 
O efeito antibacteriano da combinação entre óleos e antibióticos foi efectuado através do 
método de titulação checkerboard descrito por (Eliopoulos e Moellering, 1991). O ensaio foi 
efectuado em placas de 96 poços, contendo 150 µL de meio Mueller-Hilton, suplementado 
com diluições seriadas dos dois agentes e 50 µL de inóculo em fase exponencial. O inóculo 
foi diluído até 0,5 McFarland. As placas foram incubadas durante 16h a 28 ºC e 200 rpm. O 
crescimento bacteriano foi monitorizado às 16, 18 e 24h através da leitura da D.O.600 num 
leitor de placas Spectra Max. 340PC. O estudo da acção combinada de óleos e antibióticos 
foi efectuado através do cálculo da concentração inibitória fraccional para cada combinação, 
segundo a fórmula: FIC= (MIC A combinada / MIC A) + (MIC B combinada / MIC B) (Chang 
et al., 1995). A relação entre antibióticos e óleos foi caracterizada da seguinte forma: 
 FIC ≤ 0,5 = Sinergismo 
 FIC ≥ 2,0= Antagonismo 
 0,5 < FIC < 1= Sinergismo Parcial 
 FIC=1 = Efeito aditivo 
Os antibióticos utilizados foram a vancomicina, a teicoplanina, a levofloxacina e 
ciprofloxacina. Antes do estudo da acção combinada entre óleos e antibióticos, as MICs de 
cada um dos antibióticos apontados acima foram calculadas para as variantes DCL14-R e 
DCL14-S de R. erythropolis, em meio Mueller-Hinton, seguindo a mesma metodologia usada 
no cálculo das MICs dos óleos essenciais.  
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3. Resultados e Discussão 
3.1. Varrimento de Óleos Essenciais 
O varrimento dos diversos óleos essenciais foi feito através da análise e avaliação da sua 
composição, e do seu efeito nas células de R. erythropolis. Em particular, determinou-se a 
MIC, a sua capacidade para prevenir a adesão celular e o seu efeito no potencial zeta das 
membranas da mesma bactéria. 
 
3.1.1. Análise da composição dos diversos óleos essenciais 
Foram analisados treze óleos essenciais pertencentes a espécies integradas em cinco 
famílias distintas, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae e Verbenaceae. A 
composição destes óleos essenciais encontra-se em anexo na tabela 4, os vários 
compostos apresentam-se listados de acordo com a sua ordem de eluição na coluna DB-1. 
Totalizando os óleos analisados, foram identificados 181 compostos, tendo a percentagem 
de identificação sido sempre superior a 85%. 
 
Tabela 1. Componentes maioritários (percentagem igual ou superior a 5%) dos diferentes óleos 
essenciais analisados. 
Família/ espécie Nome vulgar Componentes maioroitários %  
Lamiaceae   
Origanum virens oregão α-Terpineol (39,2); Linalol (15,4); Timol (11,6); γ-Terpineno (7,5); Carvacrol (6,0). 
Rosmarinus officinalis alecrim α-Pineno (20,3); 1,8-Cineole (15,9); Mirceno (13,9); Cânfora (10); Canfeno (6,8) 
Salvia officinalis salva α-Tujona (18,6); 1,8-Cineole (17,1); Cânfora (10); α-Pineno (8,7); β-Pineno (7,4); α-
Humuleno (6,6); β-Tujona (5,9); Borneol (5,8%) 
Myrtaceae   
Eucalyptus dives eucalipto Piperitona (40,1); α-Felandreno (19,3); p-Cimeno (18,5); α-Tujeno (5,8) 
Eucalyptus globulus eucalipto 1,8-Cineole (62,7); α-Pineno (20,0) 
Eucalyptus radiata eucalipto 1,8-Cineole (40,6); p-Cimeno (8,7); α-Felandreno (8,3); Terpineno-4-ol (6,5); α-
Terpineol (5,9); Piperitona (5,9); Limoneno (5,1) 
Eucalyptus smithii eucalipto 1,8-Cineole (83,3); α-Pineno (6,7) 
Syzygium aromaticum cravinho Eugenol (92,3) 
Poaceae   
Cymbopogon citratus erva-príncipe Geranial (24,5); Geraniol (17,7); Neral (19,8); Mirceno (15,6) 
Rutaceae   
Citrus lemon limoeiro Limoneno (52,1); β-Pineno (8,5); γ-Terpineno (7,8); 1,8-Cineole (7,4) 
Citrus sinensis laranjeira Limoneno (91,7) 
Ruta graveolens arruda 2-Undecanona (76,4) 
Verbenaceae   
Lippia citriodora lúcia-lima Geranial (12,3); Limoneno (11,4); Neral (10,0); Espatulenol (8,7); Óxido de β-
cariofileno (7,9); ar-Curcumeno (6,9); 6-Metil-5-hepten-2-ona (6,0) 
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Exceptuando os óleos de S. aromaticum e de R. graveolens, todos os óleos analisados 
apresentaram uma componente monoterpénica (47,1-98,7%) largamente superior à 
sesquiterpénica (0,2-32,6%; tabela 1). Os óleos de R. officinalis (54,3%), E. dives (53,6%), 
C. lemon (74,3%) e C. sinensis (93,8%) são principalmente constituídos por hidrocarbonetos 
monoterpénicos, enquanto os óleos de O. virens (74,4%), S. officinalis (57,7%), E. globulus 
(67,1%), E. radiata (63,1%), E. smithii (86,4%), C. citratus (67,7%), e L. citriodora (34,5%) 
por monoterpenos oxigenados. Os óleos de S. aromaticum e R. graveolens são bastante 
pobres nas componentes mono e sesquiterpénicas, sendo o primeiro muito rico em 
fenilpropanóides (96,95%) e o segundo em compostos pertencentes a outros grupos (84%) 
como cetonas e ácidos gordos. 
Muitos dos compostos apresentados na tabela 1, foram já alvo de estudo a vários níveis 
e possuem diversas actividades biológicas conhecidas (Isman, 2000; Cicioglu et al., 2002; 
Adorjan e Buchbauer, 2010). Compostos como o carvacrol e p-cimeno demonstraram ter 
efeitos adversos ao nível da membrana plasmática, provocando a dilatação e destabilização 
da mesma em B. cereus (Ultee at al, 2002). O eugenol em condições sub-inibitórias 
demonstrou ter a capacidade e inactivar algumas enzimas (Thoroski et al, 1989). Linalol, 
1,8-cineole e mirceno demonstraram ter efeito protector contra a genotoxicidade induzida 
por oxidantes em bactérias e culturas de células humanas (Mitic-Culafic et al., 2009). 
Geraniol, carvacrol e timol apresentaram actividade anti-biofilme em C. albicans (Dalleau et 
al., 2008). 
 
3.1.2. Determinação da MIC 
A concentração mínima inibitória do crescimento (MIC) em R. erythropolis foi determinada 
para todos os óleos em estudo, recorrendo ao método de diluição em placas de 96 poços, 
de acordo com as normas da FDA. Os resultados desta análise encontram-se na tabela 2. 
 
Tabela 2. Concentrações inibitórias de crescimento (MICs, % v/v) de R. erythropolis DCL14, variantes 
rugosa (R) e mucosa (S).  
Variante I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII 
DCL14-R * 2,5 2,0 2,5 1,5 5,0 1,5 5,0 * 2,5 7,5 * 7,5 
DCL14_S 5,0 2,5 2,5 2,5 1,7 2,5 2,0 7,5 0,3
1 
3,0 5,0 7,5 0,6
1 
* resultados não conclusivos 1= estimado de acordo com os resultados 
I= O. virens; II= R. officinalis; III= S. officinalis; IV = E. dives; V= E. globulus; VI= E. radiata; VII= E. smithii; VIII= 
S. aromaticum; IX= C. citratus; X= C. lemon; XI= C. sinensis; XII= R. graveolens; XIII= L. citriodora. 
 
Os valores de MICs determinados para os diferentes óleos, foram de uma forma geral 
elevados, quer para a variante DCL14-R quer para a DCL14-S. A maioria das MICs para 
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vários dos óleos essenciais analisados, nomeadamente de S. officinalis, Citrus lemon, C. 
citratus e pertencentes aos géneros Eucalyptus e Oreganum para várias estirpes 
bacterianas gram positivas e gram negativas rondam os 0,5 e 2,0% (v/v) (Hammer et al., 
1999) No entanto, as MICs encontradas na bibliografia, são na grande maioria referentes ao 
meio Mueller-Hinton (Hammer et al., 1999; Pauli, 2006; Bozin et al., 2007), o que poderá 
explicar a diferença de valores. 
Exceptuando o caso dos óleos de E. radiata, C. sinensis e L. citriodora, as MICs foram 
mais elevadas para a variante produtora de EPS. Num estudo anterior, utilizando estas duas 
variantes de R. erythropolis, foi demonstrado que a variante mucosa apresenta uma 
resistência acrescida a compostos tóxicos, nomeadamente álcoois e terpenos, relativamente 
à variante rugosa (de Carvalho e da Fonseca, 2007). A produção de EPS poderá estar por 
detrás deste facto, já que constitui uma barreira adicional ao contacto/penetração dos 
compostos tóxicos nas células, além de promover a agregação celular (Sutherland, 2001a; 
Allison, 2003; de Carvalho e da Fonseca, 2007). 
Óleos com MICs mais baixas, caso de E. globulus, E. smithii, C. citratus, e L. citriodora 
deslocam-se um pouco do âmbito deste estudo, já que se pretendem encontrar óleos com 
capacidades anti-biofilmes e não com elevado potencial bactericida. Assim, óleos com MICs 
elevadas ou médias estão mais de acordo com o objectivo deste estudo. 
 
3.1.3. Influência na Formação de Biofilmes 
A influência dos diversos óleos na adesão celular começou por ser analisada em placas 
de 6 poços. Para o efeito, utilizou-se meio mineral e uma concentração fixa de cada um dos 
óleos, a fim de perceber se existiam diferenças na formação de biofilmes na presença dos 
mesmos relativamente ao controlo (ausência de óleos). Os resultados deste estudo são 
apresentados na figura 3. 
Todos os óleos analisados levaram a uma redução na formação de biofilme relativamente 
ao controlo, tanto no caso de DCL14_R (18,9-59,8%) como no de DCL14_S (10,2-50,9%). 
Para a maioria dos óleos, a percentagem de redução foi mais acentuada no caso da 
variante rugosa de R. erythropolis, relativamente à variante mucosa, exceptuando no caso 
dos óleos de O. virens, C. lemon, C. sinensis e R. graveolens, em que se verificou o 
contrário. O facto de estes últimos óleos terem demonstrado maior actividade anti-biofilme 
para a variante produtora de EPS, é um bom indicador do seu potencial de inibição da 
formação destas comunidades, já que a produção de EPS estimula a adesão celular 
(Allison, 2003). 
Os óleos que revelaram ser mais eficientes na inibição da formação de biofilmes em 
DCL14-R foram os de E. smithii (58,9%), R. officinalis (53,1%), S. officinalis (53,1%), C. 
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citratus (50,1%), E. globulus (48,7%), S. aromaticum (44,7%), conseguindo reduzir o volume 
de biofilme para cerca de metade. Já no respeitante à variante DCL14_S destacaram-se os 
óleos de E. smithii (50,9%), C. citratus (44,2%), S. aromaticum (42,9%), S. officinalis 
(42,7%), C. lemon (38,5%), O. virens (34,8%).  
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Figura 3. Redução no volume de biofilmes observado na presença de óleos por comparação com o 
biofilme formado na sua ausência, em R. erythropolis variantes rugosa (a) e mucosa (b). Os 
resultados são referentes a uma concentração de 0,25% de cada óleo e foram obtidos através do 
teste do violeta de cristal. 
 
Dos óleos essenciais testados, apenas o do género Origanum foi múltiplas vezes referido 
na bibliografia como tendo efeitos anti-biofilme em vários microorganismos, um deles S. 
aureus (Nostro et al., 2007; Oral et al., 2010; Cateau et al.,). Esta actividade pode estar 
relacionada com dois dos seus compostos maioritários, o carvacrol e o timol, que 
influenciaram a formação de biofilmes e a destruição de biofilmes maduros em alguns 
estudos (Dalleau et al. 2008; Braga et al. 2008) Um composto que mostrou possuir 
actividade anti-adesão, foi o eugenol (He et al., 2007; Dalleau et al., 2008), o composto 
principal (92,3%) do óleo de S. aromaticum.  
 
3.1.4. Influência no potencial membranar 
O despoletar da formação de biofilmes está intimamente relacionado com o fenómeno da 
adesão celular, que por sua vez é mediada por forças físico-químicas, caso da 
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hidrofobicidade, das forças de repulsão electrostática e de atracção de van der Waals (Van-
Oss, 1995). Posto isto, juntamente com o ensaio anterior de adesão celular foi estudada a 
influência dos diferentes óleos ao nível da carga superficial da célula, obtida através da 
medição do potencial zeta. Os resultados obtidos encontram-se na figura 4. 
As duas variantes de R. erythropolis estudadas, quando cultivadas na ausência de óleos 
(controlo) apresentaram uma carga superficial de aproximadamente -35 mV. Exceptuando o 
caso de S. aromaticum (1,5 mV) em DCL14-S, todas as amostras analisadas apresentaram 
valores negativos para as duas variantes. A alteração na polaridade da superfície das 
células já foi, no entanto, descrita em DCL14 quando crescida em alcanos de cadeia longa, 
como forma de adaptação desta bactéria (de Carvalho et al., 2009). 
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Figura 4. Potencial zeta de células de R. erythropolis, variantes DCL14-R (a) e DCL14-S (b), 
observado na ausência e na presença de diferentes óleos essenciais numa concentração de 0,25% 
(v/v). 
 
Analisando a variante DCL14-R, conclui-se que apenas dois dos óleos analisados, E. 
dives e S. aromaticum influenciaram pouco ou nada a carga superficial das células. A 
utililização do óleo de R. graveolens provocou uma diminuição da carga superficial celular 
para -24 mV, enquanto a utilização dos restantes óleos levou a que as células ficassem 
mais negativamente carregadas.  
No caso da variante DCL14_S, a utilização de óleos essenciais parece ter desencadeado 
alterações nas células que resultaram em maiores diferenças no potencial zeta do que na 
variante DCL14_R. As células tratadas com os óleos dede S. aromaticum, E. dives, E. 
radiata, E. globulus e C. citratus provocaram uma diminuição da carga superficial entre 1,5 e 
-33 mV, enquanto que, células na presença de óleos de R. officinalis e R. graveolens 
mantiveram este valor semelhante ao do controlo. A utilização dos restantes óleos provocou 
um aumento da carga superficial celular entre -35,6 e -38,2 mV. 
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Desvios na carga superficial das células, relativamente ao valor controlo são uma 
indicação de adaptação celular ao stress. Assim, a ausência de modificações na carga 
celular, poderá ser uma indicação de, ou ausência de stress químico (reduzida actividade 
bactericida do óleo essencial) ou um stress químico significativo. Supondo que a variante 
DCL14-S é mais resistente do que DCL14-R, devido à produção de EPS (Allison, 2003), a 
maior alteração na carga superficial desta variante relativamente a DCL14-R, indicia que 
existiu stress químico.  
De acordo com a teoria de DLVO da estabilidade coloidal, na qual se contabilizam a 
repulsão electrostática, as forças de atracção de van der Waals e interacções ácido-base 
(hidrofobicidade), a capacidade de adesão está inversamente relacionada com a carga 
superficial celular (negativa). Isto deve-se ao facto de, a maioria das superfícies naturais 
serem negativamente carregadas e de a adesão ocorrer apenas quando a repulsão 
electrostática resultante é ultrapassada pela atracção (forças de van der Waals ou 
interacções hidrofóbicas) entre a bactéria e a superficie (Van-Oss, 1995; Pang et al., 2005; 
de Carvalho et al., 2009). Assim, nos casos em que a carga superficial membranar se 
apresentar mais negativamente carregada, as forças de repulsão célula-superfície e célula-
célula serão maiores, o que dificultará o contacto, a adesão celular e consequentemente a 
formação de biofilmes (Van-Oss, 1995; de Carvalho et al., 2009). Sendo assim, os óleos 
essenciais com maior potencial para inibir a formação de biofilmes, nas variantes de R. 
erythropolis estudadas, deverão ser aqueles que desencadearam um aumento do potencial 
zeta, isto é, L. citriodora, S. officinalis, O. virens, E. smithii, C. lemon, C. sinensis, e R. 
officinalis.  
 
3.1.5. Escolha dos óleos com maior potencial anti-biofilme 
Dos treze óleos disponíveis foram escolhidos cinco, tendo em conta os vários pontos 
analisados, e acima de tudo, o facto de que o objectivo deste estudo foi encontrar óleos com 
efeito anti-biofilme e com baixo ou nulo efeito anti-bacteriano. Neste sentido os óleos com 
concentrações mínimas inibitórias mais baixas, caso de E. globulus e C. citratus ou, com 
valores de potencial zeta muito semelhantes aos obtidos para os casos controlo, caso de E. 
dives e S. aromaticum, foram postos de parte. Outra das razões pela qual os óleos de E. 
globulus e C. citratus não parecerem ser uma boa opção, foi pelo facto de desencadearem 
uma diminuição na carga superficial das células de DCL14, factor que aumenta a 
probabilidade de agregação celular e de formação de biofilmes. Os óleos de R. graveolens e 
E. radiata provocaram o mesmo efeito no potencial zeta das células de R. erythropolis pelo 
que foram igualmente postos de parte. Dos sete óleos restantes, nomeadamente, O. virens, 
R. officinalis, S. officinalis, E. smithii, C. lemon, C. sinensis e L. citriodora, foram excluídos os 
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de E. smithii e L. citriodora devido à dificuldade de obtenção dos mesmos, o que 
comprometeria ensaios futuros onde seriam necessárias maiores quantidades  
Para os óleos escolhidos foram determinadas as MICs em meio Mueller-Hinton por ser o 
meio recomendado para testes de susceptibilidade a bactericidas e antibióticos (CLSI, 
2005). As MICs determinadas encontram-se na tabela 3. 
De acordo com as normas da FDA, os testes de sensibilidade a antibióticos deverão ser 
efectuados em meio Mueller-Hinton já que este é um meio padronizado, que permite um 
crescimento satisfatório da maioria das estirpes bacterianas e não possui constituintes 
capazes de inactivar ou influenciar a actividade dos antibióticos. Por ser um meio 
padronizado, os resultados obtidos neste meio, são mais facilmente comparáveis entre 
diferentes estudos. 
 
Tabela 3. Concentrações inibitórias de crescimento (MICs, % v/v) de R. erythropolis DCL14-R e 
DCL14-S para o meio Mueller-Hinton. 
Variante O. virens R. officinalis S. officinalis C. lemon C. sinensis 
DCL14-R 0,02 0,02 0,09 0,38 0,02 
DCL14_S 0,75 0,75 0,38 1,50 0,09 
 
Analisando as MICs obtidas para o meio M-H, conclui-se que as mesmas são muito 
baixas relativamente às obtidas para o meio mineral. A razão para este facto deverá estar 
relacionada com a disponibilidade de nutrientes que poderão influenciar mecanismos de 
resistência bacteriana (Brown e Kothari, 1974). Para todos os óleos analisados a MIC foi 
mais elevada no caso da variante produtora de EPS (DCL14_S) do que para a variante 
rugosa (DCL14_R), o que sugere que o EPS poderá proteger as células da acção dos óleos 
(Sutherland, 2001b; Allison, 2003). As MICs obtidas para o meio M-H, estão mais de acordo 
com a ordem de grandeza das referidas na bibliografia para diferentes óleos essenciais e 
diferentes microorganismos (Hammer et al., 1999). Um estudo efectuado em várias estirpes 
bacterianas do género Staphilococcus e em E. coli utilizando óleo de O. onites revelou que 
as MICs para este óleo variaram entre 0,05 e 0,8% (v/v) (Oral et al., 2010). Ensaios com o 
óleo essencial de S. officinalis, revelaram que as MICs deste óleo variaram entre os 
0,01-1 % (v/v) para as várias estirpes bacterianas gram positivas e negativas testadas 
(Longaray Delamare et al., 2007). O óleo deste estudo possuía uma constituição um pouco 
diferente da do utilizado neste trabalho, ainda assim, as MICs obtidas para R. erythropolis 
foram superiores. Um outro estudo sobre a actividade in vitro de vários óleos essenciais, 
nomeadamente R. officinalis, C. lemon e C. sinensis aponta para que as MICs destes óleos 
variem entre 6,4x10-4 e 1,2x10-3%  (v/v) para diferentes estirpes bacterianas 
(Prabuseenivasan et al., 2006), mais uma vez valores inferiores aos obtidos para R. 
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erythropolis. Em Saccharomyces cerevisiae a MIC para o óleo de Citrus sinensis foi de 
0,28% (v/v) (Fisher e Phillips, 2008). 
Tendo em conta os valores de referência encontrados na bibliografia, as MICs obtidas 
neste trabalho para os cinco óleos essenciais em estudo foram relativamente elevadas, no 
entanto R. erythropolis é conhecida por ser particularmente resistente (de Carvalho e da 
Fonseca, 2005; de Carvalho et al., 2005b, 2007, 2009). No entanto, na maioria dos estudos 
efectuados com óleos essenciais é utilizado um solvente, o que afecta a solubilidade dos 
óleos e dos seus compostos e provavelmente a sua eficácia e modo de acção. Ensaios 
utilizando R. erythropolis revelaram que a utilização de solventes, e nomeadamente o tipo 
de solvente, tem uma influência elevada ao nível da viabilidade e membrana plasmática 
desta bactéria (de Carvalho et al., 2005a). A utilização de diferentes metodologias e 
abordagens na determinação de MICs de diferentes agentes antibacterianos pode levar à 
obtenção de resultados diferentes e muitas vezes difíceis de comparar quantitativamente 
(Cos et al., 2006).  
 
3.2. Biofilmes 
3.2.1. Inibição da Formação de Biofilmes 
A capacidade dos vários óleos essenciais escolhidos para inibir a formação de biofilmes 
foi feita utilizando concentrações sub-inibitórias, mais especificamente correspondentes a 5, 
10 e 20% das respectivas MICs. O ensaio foi elaborado em meio mineral e em meio Mueller-
Hinton utilizando placas de 96 poços. Os resultados foram obtidos através do teste do 
violeta de cristal e encontram-se na figura 5. 
Para o ensaio levado a cabo em meio mineral (figura 5a) as percentagens de redução na 
formação de biofilme foram, para todos os óleos, mais elevadas no caso da variante DCL14-
S do que na DCL14-R. Com excepção do óleo de C. lemon na variante DCL14-R, todos os 
óleos analisados mostraram ter uma acção dependente da dosagem para as duas variantes. 
Na variante DCL14-R a percentagem de inibição na formação de biofilmes variou entre os 
9,9% (S. officinalis a 5%) e 50,3% (O. virens a 20%). O óleo de O. virens mostrou ser o mais 
eficiente na inibição da formação de biofilmes, com valores que variaram entre 35,8 e 
50,3%. A utilização dos restantes óleos desencadeou valores de inibição sempre abaixo dos 
50%.Exceptuando o óleo de C. lemon, a percentagem de inibição na formação de biofilmes 
foi sempre dependente da concentração de óleo utilizada. 
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Figura 5. Percentagem de redução na formação de biofilme, relativamente ao controlo negativo, 
utilizando diferentes óleos essenciais, a concentrações correspondentes a 20, 10 e 5% das suas 
MICs. O ensaio foi realizado em meio mineral para R. erythropolis (a) e em meio Mueller-Hinton (b). 
Os resultados foram obtidos através do teste do violeta de cristal. I= O. virens; II= R. officinalis; 
III= S. officinalis, IV= C. lemon; V= C. sinensis 
 
No caso de DCL14-S, a utilização dos diferentes óleos essenciais desencadeou 
percentagens de inibição de cerca de 30 a 60%, a percentagem de inibição verificada foi 
para todas as amostras dependente da dosagem A utilização de todos os óleos na 
concentração mais elevada, desencadeou uma inibição na formação de biofilmes de mais 
de 50%, tendo os valores variado entre os 62,9% (O. virens) e os 54,8% (C. sinensis). De 
todos os óleos utilizados a 10% da MIC, o de O. virens foi o mais eficiente, desencadeando 
uma inibição na formação de biofilmes de 61,2%., já C. lemon provocou a menor 
percentagem de inibição, cerca de 45%. Para a concentração de 5% o óleo de R. officinalis 
(45,2%) foi o que despultou maior inibição na formação de biofilmes relativamente ao 
controlo.com cerca de 45% de inibição. Os resultados obtidos na inibição da formação de 
biofilmes em meio mineral foram sujeitos a confirmação através de um ensaio de 
microscopia, utilizando placas de 24 poços e concentrações de 5, 10 e 20% da MIC de cada 
um dos óleos. Uma parte desses resultados encontra-se na figura 6. De um modo geral, os 
 32 
 
resultados obtidos neste ensaio de microscopia confirmaram os obtidos em placas de seis 
poços. Por exemplo, no caso do óleo de R. offcinalis, (figura 6) é visível que a inibição da 
formação de biofilmes é dependente da dosagem. 
 
Figura 6. Influência de diferentes concentrações do óleo de R. officinalis na inibição da formação de 
biofilmes em R. erythropolis, variantes DCL14-R (a-d) e DCL14-S (e-h). As imagens a) e e) são 
referentes aos controlos negativos; b) e f) à concentração de 5% da MIC; c) e g) a 10% e por fim, d) 
e h) a 20% da MIC do óleo em questão. Ampliação de 150x. 
 
Quando se utilizou o meio Mueller-Hinton (figura 5b) verificaram-se diferenças 
acentuadas na variante DCL14-R, relativamente ao ocorrido em meio mineral, já que neste 
caso as percentagens de inibição variaram entre os 0 e 67%. e alguns óleos, 
nomeadamente O. virens, C. lemon e C. sinensis apresentaram um padrão de inibição 
inverso à dosagem. C. lemon foi o óleo mais eficiente para as três concentrações 
estudadas, tendo inibido em 59,9-67,1% o volume de biofilme quando comparado com o 
biofilme não sujeito à presença dos óleos. O. virens e C. sinensis a 20% da MIC não 
desencadearam qualquer inibição na formação de biofilmes., no entanto nas restantes 
concentrações o primeiro despultou percentagens de inibição de cerca de 50% S. officinalis 
causou 58,2% de redução para a concentração de 20%, no entanto para as restantes 
concentrações os valores foram abaixo dos 10%. O óleo de R. officinalis causou valores de 
inibição de biofilmes bastante reduzidos, abaixo dos 20%. Uma possível explicação para 
estes resultados é que o meio M-H possa influenciar a resistência das células bacterianas, 
nomeadamente permitindo-lhes alterar a composição da membrana e da parede celular 
(Sikkema et al., 1995; de Carvalho et al., 2009). Estudos efectuados em lipossomas com 
diferentes composições, permitiram deduzir que a composição das membranas plasmáticas 
influência a permeabilidade de alguns terpenos nas mesmas (Cristani et al., 2007). 
a) b) c) d) 
    
e) f) g) h) 
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Quanto à variante DCL14-S todas as amostras estudadas apresentaram níveis de 
redução entre os 50 e os 80%. Exceptuando o caso de C. sinensis, o padrão de inibição dos 
óleos foi dependente da dosagem. Tal como ocorrido na variante rugosa, C. lemon foi o óleo 
mais eficiente (73,1-79,7%) seguido de O. virens (67,6-77%). Os restantes óleos 
apresentaram um padrão de inibição relativamente semelhante entre si, desencadeando 
percentagens de inibição de cerca de 50 a 70%. 
Apesar dos inúmeros estudos existentes relativos à actividade bactericida de óleos 
essenciais e dos seus constituintes, a sua influência na inibição da formação de biofilmes 
bacterianos encontra-se ainda pouco estudada. Dois compostos que se sabe possuírem 
estes alvos celulares e cuja actividade anti-biofilme já foi publicada são o carvacrol e o timol 
(Nostro et al., 2007; Braga et al., 2008). Um estudo sobre a actividade anti-biofilme do óleo 
essencial de Origanum e destes dois compostos isolados em S. aureus e S. epidermidis 
revelou que concentrações sub-inibitórias de 50, 25 e 12,5% das MICs (0,015-0,125% v/v) 
provocam uma atenuação na formação de biofilmes de forma dependente da concentração 
Na presença do óleo de orégãos, carvacrol e timol a 50% da MIC, verificou-se uma inibição 
de cerca de 50, 72 e 70% na fomração de biofilmes em S aureus e de cerca de 41, 43 e 
46% em S epidermis, respectivamente(Nostro et al., 2007). Estes resultados estão de 
acordo com os obtidos neste trabalho, exceptuando no caso de DCL14-R em meio M-H.  
Muitos dos estudos sobre inibição da formação de biofilmes bacterianos têm por base o 
efeito bactericida de muitos óleos ou de compostos isolados e não o seu potencial anti-
adesão. A timoquinona (TQ), um monoterpeno oxigenado extraído a partir do óleo de Nigela 
sativa, foi testada em três estirpes gram positivas (Enterococcus faecalis, S. aureus e S. 
epidermidis) e apresentou uma inibição de 50% na fomação de biofilmes para 
concentrações entre os 2,2x10-3-8,5x10-3% (v/v) e de 90% para concentrações entre 7,5x10-3 
e 0,035% (v/v), valores muito acima das MICs calculadas para estas bactérias (4,0x10-4-
3,2x10-3 % (v/v) (Chaieb et al., 2011). Neste trabalho, não se conseguiram obter 
percentagens de inibição na fomação de biofilmes de 90%, no entanto, atingiram-se níveis 
de inibição de cerca de 50% recorrendo apenas a concentrações subinibitóriasde de forma a 
evitar possíveis fenómenos de resistência. Um estudo realizado em R. erythropolis, 
demonstrou que os terpenos carveol e carvona possuem potencial anti-adesão, já que estes 
dois compostos foram eficazes a estimular a dispersão de células bacterianas que estavam 
a ser estimuladas a agregar através da presença de solventes orgânicos (de Carvalho e da 
Fonseca, 2007). 
O modo de acção das substâncias anti-biofilme deverá estar intimamente relacionado 
com acção destas substâncias ao nível da parede e membrana celulares (Sikkema et al., 
1995), influenciando o processo de produção de EPS e de adesão (de Carvalho e da 
Fonseca, 2007). Neste sentido, e analisando os compostos mencionados acima como 
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exemplos de compostos anti-biofilme, substâncias com elevada actividade bactericida e 
elevada hidrofobicidade, como é o caso dos fenóis e dos terpenos oxigenados, poderão em 
condições sub-inibitórias ser um bom grupo de compostos para estudos futuros nesta área 
(Bakkali et al., 2008). 
 
3.2.2. Redução de Biofilmes Estabelecidos 
O estudo de substâncias com características anti-biofilme pretende não só encontrar 
compostos capazes de impedir a sua formação, mas também de induzir a dissociação das 
células que o constituem. No entanto, este objectivo é bastante mais difícil que o primeiro, 
na medida em que as células bacterianas, quando integradas em biofilmes, apresentam 
uma protecção e resistência acrescida em relação às agressões externas, nomeadamente à 
toxicidade de compostos orgânicos (Jefferson, 2004). Nestes agregados há uma menor 
difusão de compostos tóxicos presentes no meio devido à matriz, poderá haver produção de 
enzimas capazes de degradar estes compostos e as células apresentam um crescimento 
reduzido, o que se traduz em mudanças fisiológicas e metabólicas significativas (Sutherland, 
2001a; Allison, 2003). Para estudar o potencial dos óleos para destruir biofilmes já 
estabelecidos, estes foram adicionados a biofilmes com 24h de incubação e deixou-se que 
actuassem durante um dia até serem analisados. O ensaio foi realizado com DCL14-R e 
DCL14-S e em meio mineral e Mueller-Hinton. Os resultados encontram-se nas figuras 7 e 8 
e foram obtidos por comparação com os biofilmes produzidos por uma cultura controlo com 
24h de incubação e através do teste do violeta de cristal. 
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Figura 7. Percentagem de redução de biofilmes estabelecidos, relativamente ao controlo negativo, 
utilizando diferentes óleos essenciais, a concentrações correspondentes a 20, 10 e 5% das suas 
MICs. O ensaio foi realizado R. erythropolis, utilizando meio mineral. Os resultados foram obtidos 
através do teste do violeta de cristal.I= O. virens; II= R. officinalis; III= S. officinalis; IV= C. lemon 
V= C. sinensis 
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No ensaio conduzido em meio mineral com R. erythropolis todas os óleos testados 
produziram um decréscimo nos biofilmes estabelecidos, quer para a variante DCL14_R quer 
para a DCL14-S, sendo a percentagem máxima de redução (cerca de 70%) semelhante nos 
dois casos. Analisando os resultados obtidos com a variante DCL14-R conclui-se que, os 
óleos de R. officinalis e C. sinensis foram os mais eficientes, valores de inibição (47-70%) 
muito semelhantes. O óleo menos eficiente, S. officinalis (27,1-33,7%) foi o único que 
desencadeou a destruição de biofilmes estabelecidos de forma dependente da dosagem. A 
utilização de C. lemon causou uma percentagem de redução no volume de biofilmes 
estabelecidos de forma independente da dosagem, com valores de inibição máxima muito 
semelhantes (cerca de 60%) para todas as concentrações.  
Na variante DCL14_S os óleos de C. lemon e C sinensis apresentaram um padrão de 
redução independente da concentração, enquanto nos restantes óleos a eficiência foi 
contrária à dosagem. Tal como para a variante rugosa, o óleo mais eficiente foi o de C. 
sinensis (54,9-74,6%), sendo o valor mais elevado correspondente à dosagem intermédia. 
O. virens foi o  óleo que obteve a menor eficiência na redução de biofilmes estabelecidos 
(21,1-36,9%). Os restantes óleos demonstraram ser relativamente semelhantes, 
exceptuando para a concentração de 10% em que C. lemon obteve um valor cerca de 20% 
abaixo do obtido por R. officinalis e S. officinalis. 
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Figura 8. Percentagem de crescimento de biofilmes estabelecidos, relativamente ao controlo 
negativo, utilizando diferentes óleos essenciais, a concentrações correspondentes a 20, 10 e 5% das 
suas MICs. O ensaio foi realizado R. erythropolis, utilizando meio M-H. Os resultados foram obtidos 
através do teste do violeta de cristal.I= O. virens; II= R. officinalis; III= S. officinalis; IV= C. lemon 
V= C. sinensis 
 
O ensaio realizado em meio Mueller-Hinton (figura 8) apresentou resultados totalmente 
diferentes dos obtidos para o meio mineral, na medida em que para as duas variantes, 
nenhum dos óleos analisados promoveu a destruição ou a inibição dos biofilmes já 
estabelecidos. O meio de crescimento influência todo o metabolismo celular, incluindo as 
características físico-químicas da membrana plasmática, o que poderá influenciar a 
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permeabilidade de compostos potencialmente tóxicos através da mesma, tornando as 
bactérias mais ou menos bem adaptadas a subsequentes situações de stress. Com 
excepção de O. virens em DCL14-R, as restantes amostras foram independentes da 
concentração para as duas variantes. O. virens e R. officinalis foram os óleos que, 
impediram mais o desenvolvimento destes agregados. Os restantes óleos permitiram a 
continuação do desenvolvimento dos biofilmes estabelecidos, tendo a amostra de S. 
officinalis atingido um tamanho cerca de 3,5 vezes maior do que o controlo com 24h. 
A influência de óleos essências na redução de biofilmes estabelecidos, já foi analisada 
em vários microorganismos, incluindo em R. erythropolis. Um estudo realizado nesta 
bactéria demonstrou que a utilização de carvona (48mM) era capaz de desencadear uma 
diminuição na percentagem de agregação celular de 90 para 10% (de Carvalho e da 
Fonseca, 2007). A maioria dos estudos efectuados em biofilmes estabelecidos tem como 
objectivo a destruição dos mesmos através da lise celular, o que não faz parte do objectivo 
deste trabalho, no entanto, tais estudos são bons termos de comparação entre a resistência 
de células planctónicas e biofilmes bacterianos. A actividade anti-biofilme de três óleos 
essenciais (Malaleuca alternifolia, Melissa officinalis e Lavandula argustifolia) e quatro 
compostos isolados (terpineno-ol, α-terpineol, linalool e linalil acetato) foi avaliada em 
biofilmes estabelecidos (com 24h) de S aureus e E. coli. Concluiu-se que as concentrações 
mínimas capazes de provocar uma redução de mais de 90% nestes biofilmes em 24h são 
de cerca de 1 x MIC para o terpineno-4-ol e o linalil acetato,1-2 x MIC para os óleos de M. 
alternifolia e L. argustifolia, 2 x MIC para α-terpineol, 2-8 x MIC para o linalol e 4 x MIC para 
o óleo de M. officinalis. O valor das MICs foi determinado em meio M-H e variou entre 0,048-
0,78 % (v/v) (Budzynska et al., 2011). Neste trabalho e no caso do meio M-H, utilizaram-se 
concentrações sub-inibitórias de óleos essenciais, não se tendo encontrado qualquer 
potencial de destruição de biofilmes estabelecidos, no entanto, sabe-se que a resistência de 
biofilmes bacterianos pode ser entre 100 a 1000 vezes superior à das células planctónicas 
(Stewart e Costerton, 2001), pelo que provavelmente seria necessária uma dose bastante 
mais elevada, do que a utilizada e a determinação da concentração mínima bactericida para 
células em biofilmes, de forma o poderem testar-se concentrações sub-bactericidas.  
 
3.4. Modo de Acção dos Diferentes Óleos Essenciais 
Há já alguns anos que os óleos essenciais e principalmente a sua actividade microbiana 
têm sido alvo de um grande número de estudos, no entanto o seu modo de acção continua a 
ser relativamente desconhecido (Isman, 2000; Cicioglu et al., 2002; Cimanga et al., 2002). 
Isto deve-se principalmente ao grande número de compostos, que na maioria das vezes, 
constituem estes óleos, tornando-os capazes de actuar, não apenas num, mas em vários 
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alvos celulares (Cowan, 1999; Dorman e Deans, 2000). A degradação da parede e 
membrana celulares (Cristani et al., 2007; Zore et al., 2011), das proteínas membranares 
(Sikkema et al., 1994) e a destabilização e degradação de ácidos nucleicos (Franzios et al., 
1997; Karpouhtsis et al., 1998; Mitic-Culafic et al., 2009), pensa-se serem as principais 
consequências da actuação dos óleos essenciais. Neste sentido, no presente trabalho é 
apresentado um estudo da influência de diferentes óleos essenciais ao nível da 
desnaturação enzimática, da composição da membrana celular e do desnaturação do DNA, 
para tentar determinar a acção dos óleos testados. 
 
3.4.1. Influência dos Óleos na Desnaturação Enzimática 
Apesar dos vários estudos efectuados com óleos essenciais, a questão à volta da sua 
especificidade contínua por esclarer. Com a finalidade de estudar o efeito dos óleos ao nível 
das proteínas, determinou-se a influência dos mesmos na acção da catalase. Optou-se por 
este teste pois a actividade desta enzima é elevada, pode ser seguida por espectrometria e 
porque R. erythropolis é catalase-positiva. O estudo foi realizado através da análise da ação 
desta enzimaem várias amostras celulares sujeitas a diferentes óleos essenciais, numa 
concentração correspondente a 20% das suas MICs. Os resultados obtidos encontram-se 
na figura 9. 
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Figura 9. Percentagem de redução na acção da catalasse, relativamente ao controlo negativo, 
utilizando diferentes óleos essenciais. O ensaio foi realizado em meio mineral nas variantes DCL14-R 
e DCL14-S e utilizando uma concentração de cada um dos óleos correspondente a 20% das suas 
MICs. I= O. virens; II= R. officinalis; III= S. officinalis; IV= C. lemon V=C. sinensis  
 
Todos os óleos analisados influenciaram a actividade da catalase, diminuindo-a. Na 
variante DCL14-R a redução na actividade enzimática variou entre 30 a 100%, valores 
correspodentes à utilização dos óleos de S. officinalis e O. virens, respectivamente. A 
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utilização do óleo de R. officinalis desencadeou uma percentagem de redução na actividade 
da catalase de cerca de 79%.  
Relativamente à variante DCL14-S os níveis de inibição na acção enzimática variaram 
entre os 15 e os 100%, valores desencadeados pelos óleos de C. lemon e S. officinalis, 
respctivamente. Tal como ocorrido na variante não produtora de EPS, em DCL14-S os óleos 
de O. virens (99%) e R. officinalis (88%) provocaram níveis de inibição elevados e o óleo de 
C. sinensis decadeou uma percentagem de inibição acima dos 50%. Quanto ao óleo de C. 
lemon, provocou níveis de redução da acção enzimática baixos (15%). 
Concluindo, os óleos essenciais estudados não só influenciam a actividade enzimática, 
provavelmente destabilizando a estrutura proteica, como, em alguns casos, desencadeiam a 
sua destruição, provocando a inibição total da sua acção. 
Na bibliografia há poucas referências relativas à inibição enzimática por parte de óleos 
essenciais e dos seus compostos, um desses casos é o do eugenol, que em concentrações 
sub-inibitórias levou à inibição da amilase e protease em Baciluus cereus (Thoroski et al., 
1989). 
 
3.4.2. Efeito dos Óleos na Composição da Membrana Celular 
Nas células procariotas, desprovidas de organelos e membranas internas, a membrana 
plasmática constitui a derradeira barreira contra agentes biocidas. A maioria destes agentes 
influencia a hidrofobicidade superficial da membrana plasmática e desencadeia alterações 
na composição da mesma (Anwar et al., 1992; Sikkema et al., 1995). R. erythropolis 
caracteriza-se por possuir um envelope celular bastante hidrofóbico, facto que se deve à 
constituição lipídica da parede celular, o que lhe confere uma resistência relativamente 
elevada à toxicidade por compostos hidrossoluveis (Sutcliffe, 1998).  
Os óleos essenciais possuem uma elevada percentagem de terpenos na sua 
constituição, compostos estes, que sendo altamente lipofílicos têm a capacidade de se 
integrar e difundir através da membrana plasmática, destabilizando a sua estrutura (Sikkema 
et al., 1995). Em condições de stress, a manutenção das funções celulares, está relacionada 
com a capacidade dos organismos de adaptarem a suas membranas celulares, ajustando a 
a composição proteica e principalmente a composição de ácidos gordos. Posto isto, 
analisaram-se os ácidos gordos dos fosfolípidos das membranas de várias amostras 
celulares de R. erythropolis sujeitas a duas concentrações diferentes de óleos essenciais. 
Os resultados encontram-se nas figuras 10 e 11.  
Nas duas variantes analisadas a adição de óleos influenciou a constituição dos ácidos 
gordos da membrana, provocando um aumento do grau de saturação dos mesmos de forma 
dependente da dosagem utilizada (figura 10). Estes resultados estão de acordo com os 
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obtidos em estudos anteriores, em que se analisou a influência de terpenos (limoneno, 
carveol, carvona, α-pineno) no grau de saturação dos ácidos gordos da membrana de R. 
erythropolis (de Carvalho et al., 2007). Estes resultados estão igualmente de acordo com 
outras publicações onde se refere que o aumento do grau de saturação dos ácidos gordos 
das membranas plasmáticas está associado a um aumento na “ordem” dos fosfolípidos e a 
uma diminuição da fluidez e da permeabilidade das membranas, como forma de diminuir a 
difusão de compostos hidrofóbicos através das mesmas (Sikkema et al., 1995) 
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Figura 10. Grau de saturação de amostras celulares de R. erythropolis, variantes DCL14-R e DCL14-
S, sem qualquer tratamento (controlo) e sujeitas a concentrações de 0,2 e 0,04% (v/v) de diferentes 
óleos essenciais. O grau de saturação parcial foi calculado tendo em conta apenas ácidos gordos 
com 16 e 18 átomos de carbono, enquanto no grau de saturação total o cálculo foi efectuado 
incluindo todos os ácidos gordos contendo entre 11 e 20 átomos de carbono. Ov= O. virens; 
Ro= R. officinalis; So= S. officinalis; Cl= C. lemon; Cs= C.sinensis 
.  
Nas amostras sujeitas a óleos essenciais, o grau de saturação dos ácidos gordos foi 
muito mais elevado em DCL14-R do que o verificado na variante DCL14-S (figura 10). Além 
disso, ao contrário do ocorrido na variante DCL14-R, em DCL14-S os valores obtidos foram 
relativamente semelhantes entre os diferentes óleos. Na variante rugosa, o óleo de C. lemon 
a 0,2% (v/v) desencadeou o maior aumento no grau de saturação, enquanto no caso da 
variante mucosa este valor foi alcançado com a utilização da mesma concentração de S. 
officinalis. O aumento do grau de saturação dos ácidos gordos da membrana é um indicador 
de adaptação ao stress químico e só pode ser levado a cabo através de uma síntese de 
novo, o que está intimamente relacionado com o crescimento celular (Sikkema et al., 1995; 
de Carvalho et al., 2007). Se houver inibição da síntese de ácidos gordos, as células 
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bacterianas perdem a capacidade de alterar o grau de saturação destas moléculas e de se 
adaptarem a eventuais fontes de stress (O’Leary, 1962)  
De um modo geral, o grau de saturação parcial (ácido palmítico e ácido esteárico) foi 
muito semelhante ao grau de saturação total nas duas variantes, exceptuando o caso das 
amostras de S. officinalis 0,04% e de C. lemon 0,2% em DCL14-R e de S. officinalis também 
a 0,04% em DCL14-S. Isto significa, que este aumento do grau de saturação nos ácidos 
gordos, se deveu essencialmente a um aumento de C16:0 e C18:0. 
Na situação controlo, as duas variantes analisadas possuem percentagens muito 
semelhantes para as diferentes classes de ácidos gordos da membrana (figura 11), com 
cerca de 53% de ácidos gordos de cadeia saturada, 3% ciclopropil saturados, 4% metil 
saturados e 40% de ácidos gordos insaturados. Apesar de, relativamente às várias classes 
de ácidos gordos, a utilização de óleos ter despoletado diferenças acentuadas entre as duas 
variantes, todos eles desencadearam um aumento da percentagem de ácidos gordos 
saturados de cadeia linear. Para a concentração de 0,2% ocorreu um aumento da 
percentagem destes ácidos gordos para cerca de 90% em DCL14-R e de 80% em DCL14-S.  
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Figura 11. Composição em ácidos gordos da membrana celular de R. erythropolis, variantes DCL14-
R e DCL14-S, sem qualquer tratamento (controlo) e sujeitas a concentrações de 0,2 e 0,04% (v/v) de 
diferentes óleos essenciais.  
 
Em DCL14-R, exceptuando os óleos de R. officinalis e S. officinalis a 0,04%, as restantes 
amostras produziram resultados bastante semelhantes entre si, tendo havido uma 
diminuição da diversidade de ácidos gordos, com os ácidos gordos saturados de cadeia 
linear e os insaturados a serem as classes predominantes. A amostra referente à utilização 
do óleo de R. officinalis 0,04% apresentou, além das classes referidas acima, uma 
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percentagem de ácidos gordos metil saturados semelhante à do controlo e 9% de ácidos 
gordos hidroxi-substituídos. Já o óleo de S. officinalis a 0,04% provocou um aumento dos 
ácidos hidroxi-substituídos para 22%, tendo sido o único óleo que não desencadeou uma 
diminuição dos ácidos gordos insaturados de forma dependente da concentração. Com 
excepção do óleo de R. officinalis a 0,04% e C. lemon, em que as percentagens de ácidos 
gordos insaturados foram de cerca de 20 e 30%, respectivamente, nas restantes amostras a 
percentagem desta classe de ácidos gordos ficou abaixo dos 20%.  
Em DCL14-S a adição dos diferentes óleos desencadeou uma resposta relativamente 
semelhante (figura 11). As percentagens tanto de ácidos gordos hidroxi-substituídos como 
de ácidos gordos metil saturados aumentaram para doses mais baixas de óleos essenciais. 
No caso dos ácidos gordos metil saturados a percentagem foi superior à do controlo para a 
concentração mais baixa de todos os óleos, com excepção do de S. officinalis. No caso dos 
ácidos gordos ciclopropil saturados também houve um aumento da percentagem desta 
classe com a diminuição da concentração de óleos essenciais, embora sempre para valores 
semelhantes aos do controlo. A excepção foi a utilização do óleo de O. virens, onde esta 
classe foi inexistente. No que respeita à percentagem de ácidos gordos saturados e de 
ácidos gordos insaturados esta aumentou e diminuiu, respectivamente, de forma 
dependente da concentração. A resposta diferencial nas duas variantes, à presença de 
óleos essenciais no meio, pode ter sido uma consequência da produção diferencial de EPS, 
que proporciona micro-ambientes e níveis diferentes de exposição ao stress e à toxicidade 
(Sutherland, 2001b; Allison, 2003). Assim sendo, a variante produtora de EPS, estando 
menos exposta aos óleos essenciais e aos seus constituintes, foi provavelmente sujeita a 
um stress químico menor, desencadeando uma resposta adaptativa menos drástica que a 
verificada na estirpe rugosa 
A influência de óleos essenciais e dos seus compostos isolados no perfil de ácidos 
gordos da membrana plasmática foi pouco estudada até à data, havendo pouca informação 
relativa a este assunto (de Carvalho et al., 2005a; Pasqua et al., 2006, 2007; de Carvalho e 
da Fonseca, 2007). Várias estirpes bacterianas sujeitas a limoneno, timol, carvacrol, 
cinemaldeído e eugenol, a concentrações superiores aos valores da MIC, apresentaram um 
aumento das percentagens de ácidos gordos saturados, nomeadamente de cadeia curta, 
C16:0 e C18:0 e uma diminuição da percentagem de ácidos gordos insaturados (Pasqua et 
al., 2007). Por outro lado, um estudo semelhante, utilizando os mesmos compostos mas a 
concentrações subinibitórias, revelou o contrário, ou seja, um aumento da percentagem de 
ácidos gordos insaturados e de ácidos gordos de cadeia longa (Pasqua et al., 2006). Estes 
dois estudos foram efectuados utilizando soluções metanólicas dos vários metabolitos 
secundários, o que influencia a solubilidade destes compostos e o potencial de acção dos 
mesmos (de Carvalho e da Fonseca, 2007). Em R. erythropolis a utilização de metanol e de 
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outros álcoois de cadeia curta provocou uma diminuição do grau de saturação de ácidos 
gordos da membrana (de Carvalho et al., 2005a). 
Apesar de neste estudo se terem utilizado concentrações sub-inibitórias, talvez estes 
valores correspondam a um aumento significativo da solubilidade destes compostos e a um 
fenómeno de inibição molecular, o que se poderá traduzir num possível aumento da 
toxicidade membranar. Por esta razão, efectuaram-se ensaios de viabilidade celular, como 
forma de perceber se a acção dos óleos essenciais pôs em causa a integridade das 
membranas plasmáticas. Os resultados encontram-se na figura 12.  
 
Figura 12-Influência da ausência (a) ou presença (b-f) de diferentes óleos essenciais a 0,04% (v/v) 
na viabilidade celular de R. erythropolis. Os resultados foram obtidos através de microscopia de 
fluorescência, recorrendo a um kit de corantes para testar a viabilidade. As imagens b), c), d), e) e f) 
correspondem aos óleos essenciais de O. virens, R. officinalis, S. officinalis, C. lemon e C. sinensis, 
respectivamente. 
 
Os resultados obtidos através dos testes de viabilidade permitiram concluir que os óleos 
de O. virens e C. sinensis, a 0,04% (v/v) provocam danos na membrana plasmática de R. 
erythropolis. Estes resultados não eram esperados, tendo em conta o facto de a 
concentração utilizada ser muito mais baixa do que as MICs dos óleos. Para o ensaio de 
viabilidade celular, as células em fase exponencial foram mantidas durante 24h em contacto 
com os óleos essenciais, tendo-se para tal utilizado tubos de ensaio. Os tubos de ensaio 
diminuem a oxigenação das culturas, o que poderá ter influenciado a susceptibilidade da 
bactéria aos óleos essenciais testados. Ensaios com óleos essenciais de Origanum e 
Thymus em S. aureus, permitiram concluir que a actividade bactericida destes dois óleos era 
muito aumentada quando os ensaios se realizavam em níveis de oxigénio reduzidos. Nos 
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ensaios realizados neste trabalho, se existiu uma redução na taxa de oxigenação, 
provavelmente foi pouco significativa, pois caso contrário as bactérias deixariam de crescer 
e de ser capazes de alterar a constituição de ácidos gordos da membrana, já que este 
fenómeno requer uma síntese de novo (de Carvalho et al., 2009).  
 Apesar de existir pouca informação bibliográfica capaz de explicar o aumento de ácidos 
gordos saturados na membrana de células sujeitas à acção de óleos essenciais e dos seus 
constituintes, inúmeros autores apontam a membrana plasmática, nomeadamente a síntese 
de ácidos gordos como o principal alvo da acção dos mesmos (Sikkema et al., 1995; Pasqua 
et al., 2006; Cristani et al., 2007). Os resultados obtidos neste trabalho poderão estar 
relacionados com os resultados obtidos por diversos autores relativamente ao modo de 
acção de vários compostos secundários. Imagens obtidas por MEV de várias estirpes 
bacterianas sujeitas à acção de diferentes monoterpenos, revelaram que estes compostos 
provocaram alterações no formato das células e por vezes levaram à sua lise (Pasqua et al., 
2007). Em leveduras e mitocôndrias isoladas, os monoterpenos α- e β-pineno destruíram a 
integridade celular, inibiram a respiração, os processos de transporte iónico e aumentaram a 
permeabilidade membranar (Andrews et al., 1980). Em S. aureus a utilização de álcoois 
terpénicos, farnesol, e nerolidol, promoveu a perda de iões K+ intracelulares, indiciando 
alteração e dano da membrana plasmática. Este efeito foi dependente da concentração e 
verificou-se mesmo para a concentração mais baixa de 1,0x10-3 % (v/v), no entanto, o 
farnesol induziu uma perda deste ião a uma velocidade superior à verificada para o 
nerolidol, revelando que a indução de danos membranares está igualmente relacionada com 
a natureza do composto usado (Inoue et al., 2004) 
Apesar de neste trabalho se ter constatado a influência dos vários óleos essenciais em 
estudo ao nível da membrana plasmática e dos ácidos gordos da mesma, o modo de acção 
destes óleos só poderá ser melhor entendido através do estudo de alguns dos seus 
compostos isolados. Este estudo deveria ser feito utilizando várias concentrações e 
analisando o efeito dos compostos ao longo do tempo. 
 
3.4.3. Influência dos Óleos essenciais no DNA 
Alguns dos agentes biocidas conhecidos têm capacidade de destabilizar, ultrapassar e 
por vezes destruir a membrana plasmática bacteriana, tornando o citoplasma, os ácidos 
nucleicos e a própria homeostase e sobrevivência celulares em alvos fáceis. Com o intuito 
de perceber se os óleos essenciais em estudo possuíam efeitos mutagénicos e genotóxicos 
analizou-se a influência dos diferentes óleos essenciais em amostras de DNA isolado das 
variantes DCL14-R e DCL14-S de R. erythropolis. Os resultados encontram-se na tabela 4. 
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Tabela 4. Estudo da influência de óleos essenciais no DNA de R. erythropolis variantes DCL14-R e 
DCL14-S. Os resultados foram obtidos através da leitura da absorvância das amostras a 260 e 
280nm. 
Variante Amostra A260 A280 A(260)/A(280) 
 
D
C
L
1
4
-R
 
Controlo 0,539 0,240 2,2 
O. virens 1,362 1,597 0,9 
R. officinalis 1,781 1,025 1,7 
S. officinalis 0,851 0,569 1,5 
C. lemon 2,215 1,678 1,3 
C. sinensis 1,281 0,597 2,1 
 
D
C
L
1
4
-S
 
Controlo 0,519 0,229 2,3 
O. virens 1,288 1,475 0,9 
R. officinalis 1,863 1,096 1,7 
S. officinalis 0,750 0,487 1,5 
C. lemon 2,166 1,289 1,7 
C. sinensis 1,150 0,500 2,3 
 
As amostras de DNA obtidas apresentaram um grau de pureza baixo (2,2-2,3), aceitável, 
no entanto, visto que não se procedeu a um processo de purificação posteriormente ao da 
extracção. Os resultados obtidos foram semelhantes para as duas variantes analisadas. 
Todos os óleos estudados provocaram um aumento da absorvância das amostras a 260nm, 
especialmente o de C. lemon, seguido do de R. officinalis, O. virens, C. sinensis e por fim, o 
de S. officinalis. Este aumento é uma indicação de que o DNA sofreu desnaturação ou 
mesmo hidrólise. No caso da absorvância a 280 nm, a utilização de óleos essenciais 
também provocou um aumento neste valor, principalmente para o óleo de C. lemon, seguido 
de O. virens, R. officinalis, C. sinensis e S. officinalis. Na variante mucosa, o óleo de R. 
officinalis provocou um aumento na absorvancia a 280 nm superior ao de C. lemon. O facto 
de a absorvancia neste comprimento de onda ter aumento aquando da utilização de óleos, 
pode ser uma indicação de que as proteínas existentes em solução (visto não se ter 
procedido à purificação das amostras) sofreram mudanças conformacionais. 
Num estudo analisou-se a influência de concentrações sub-inibitórias (3,5x10-3 % (v/v)) 
do óleo essencial de Cuminum cyminum (cominho) ao nível do DNA plasmídico bacteriano e 
conclui-se que este óleo não provocou degradação do DNA, provavelmente devido à 
elevada percentagem de aldeidos presente neste óleo (Derakhshan et al., 2010). A 
diferença nos resultados obtidos entre o ensaio referido e o levado a cabo neste trabalho 
poderá estar relacionado com a composição dos óleos utilizados num e noutro caso ser 
bastante diferente. No que se refere aos óleos essenciais e aos seus constituintes como 
possíveis agentes mutagénicos, há já alguns estudos quer em bactérias quer em eucariótas, 
no entanto na maioria é avaliada a acção destes óleos em células intactas e não 
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directamente nos ácidos nucleicos como efectuado neste trabalho. O óleo de Mentha 
spicata (hortelã) teve efeito genotóxico em Drosophila melanogaster (Karpouhtsis et al, 
1998). Já os óleos essenciais de Pinus sylvestris (pinheiro silvestre) e Mentha piperita 
(hortelã) induziram aberrações cromossómicas em linfócitos (Lazutka et al, 2001). Em 
estudos efectuados com ratinhos o estragol mostrou ser cancerígeno (Anthony et al, 1987). 
Há também óleos e compostos que apresentam genotoxicidade despoltada por 
fototoxicidade, caso do óleo de Citrus bergamia (lima da Pérsia) que contém psoralenos que 
se ligam ao DNA quando expostos à luz UV (Dijoux et al, 2006) 
Muitos óleos essenciais são apontados como tendo propriedades antioxidantes e 
portanto, detentores de uma acção protectora de proteínas e ácidos nucleicos (Bakkali et al., 
2008; Adorjan e Buchbauer, 2010). Alguns dos óleos estudados neste trabalho, já foram 
apontados como tendo propriedades anti-oxidantes. O óleo de Origanum vulgare, para 
concentrações de cerca de 0,17 µg / mL, revelou ter elevadas potencialidades antioxidantes, 
diminuindo a produção de radicais livres (Bozin et al., 2006). Os óleos de R. officinalis e S. 
officinalis são igualmente conhecidos como sendo detentores deste tipo de propriedades 
(Miliauskas et al., 2004; Gachkar et al., 2007; Bozin et al., 2007). Muitos autores apontam os 
terpenos oxigenados, nomeadamente detentores de grupos fenólicos, como sendo os 
compostos por detrás da acção anti-oxidante de muitos óleos essenciais (Edris, 2007; 
Guimarães et al., 2010).Esta actividade anti-oxidante, está no entanto, dependente da 
citotoxicidade dos óleos e dos seus constituintes, nomeadamente da sua interferência com a 
membrana plasmática (Adorjan e Buchbauer, 2010). Assim, alguns produtos naturais, como 
vitaminas A, C, E, flavonoides e em especial compostos com grupos fenóis, que 
demonstraram elevadas propriedades anti-oxidantes in silico, depois de penetrarem nas 
células, podem ser oxidados por ROS, gerando radicais livres adicionais, como radicais 
hidroxilo, superóxido e peroxido de hidrogénio (Schwartz et al., 1993; Young e Lowe, 2001; 
Lowe et al., 2003). Deste modo, a interacção com ROS, pode converter substâncias anti-
oxidantes em pro-oxidantes, com capacidade de oxidar lípidos, proteínas e ácidos nucleicos 
(Galati et al., 2002; Galati e O’Brien, 2004).  
Este estudo sobre a influência directa de óleos essenciais ao nível do DNA bacteriano, 
permitiu concluir que estes óleos provocam a hidrólise e degradação do mesmo, o que por 
conseguinte permite deduzir que, caso as membranas plasmáticas bacterianas sejam 
danificadas, também os ácidos nucleicos o serão. As propriedades anti-oxidantes de muitos 
óleos essenciais, fazem dos mesmos, agentes anti-mutagénicos (Bakkali et al., 2008; 
Adorjan e Buchbauer, 2010), particularidade esta, que pode ser de grande utilidade no 
combate a biofilmes bacterianos, já que o transporte horizontal de genes, em especial de 
genes mutantes, está muito relacionado com o desenvolvimento de resistência a antibióticos 
e agentes biocidas (Stewart e Costerton, 2001; Smith, 2005). Neste sentido, na procura de 
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agentes e óleos com propriedades anti-biofilme, é importante manter a viabilidade e 
integridade celulares, diminuindo, deste modo casos de resistência. 
 
4. Acção combinada Óleos/Antibióticos 
Os antibióticos têm tido um papel importante na luta e no tratamento contra doenças 
infecciosas, no entanto, o aumento da resistência bacteriana a muitas destas drogas tem 
despoletado a emergência de novas doenças ou o reaparecimento de outras. Uma das 
estratégias que tem sido empregue para ultrapassar este problema tem sido a utilização 
combinada de drogas e o estudo de compostos com efeito sinérgico relativamente às já 
existentes. O sinergismo é algo relativamente comum na natureza, as plantas por exemplo, 
produzem uma grande variedade de compostos que isoladamente apresentam efeito 
antibiótico fraco, no entanto, quando combinadas são bastante eficientes (Stermitz et al, 
2000). Chegou-se à mesma conclusão em relação aos óleos essenciais, ou seja, que os 
óleos geralmente têm maior actividade bactericida que os seus compostos isolados (Gill et 
al, 2002; Mourey e Canillac 2002). Assim, têm surgido bastantes estudos relativos à 
actividade bactericida de combinações entre produtos naturais e antibióticos (Hemaiswarya 
et al., 2008). Como o modo de acção dos óleos essenciais e dos compostos que os 
constituem é ainda pouco conhecido, o modo de acção resultante da combinação com 
outras drogas, nomeadamente antibióticos, nem sempre o é. No entanto, relações 
sinérgicas entre uma droga e um antibiótico, assentam basicamente em dois princípios: no 
aumento da permeabilidade celular ao antibiótico e na inibição de possíveis mecanismos de 
resistência bacteriana ao mesmo (mecanismos de modificação de alvos, de produção de 
enzimas ou existência de bombas de efluxo) (Smith, 2005; Hemaiswarya et al., 2008). 
 A existência de sinergismo entre alguns produtos naturais e alguns antibióticos tem sido 
descrita nos últimos anos por vários autores (Hemaiswarya et al., 2008). Por exemplo em E. 
coli o efeito bactericida da levofloxacina foi potencializado pela combinação com extratos de 
chá verde (Isogai et al, 2001). Diterpenos provenientes de Lycopus europaeus aumentaram 
o efeito da tetraciclina em S. aureus, através do bloqueio de bombas MDR (multidrug 
resistance pumps) responsáveis pelo efluxo do antibiótico do citoplasma (Gibbons et al, 
2003).  
Neste âmbito, estudou-se a influência dos óleos essenciais seleccionados na acção de 
quatro antibióticos, dois glicopeptídicos, com acção ao nível da parede celular, a 
vancomicina e a teicoplanina, e dois inibidores da síntese e replicação do DNA, a 
levofloxacina e a ciprofloxaxina. Para tal, procedeu-se à determinação das MICs de 
antibióticos e óleos quando combinados e ao cálculo da concentração inibitória fraccional 
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(FIC) (tabela 5 em anexo) e ao índice de concentração inibitória fraccional (FICI) para cada 
uma das combinações (tabela 5). 
Tabela 5. Índices de concentração inibitória fraccional (FICIs) para diferentes combinações de 
antibióticos e óleos essenciais em R. erythropolis variantes DCL14-R e DCL14-S. O efeito das 
combinações foi apelidado desde sinérgico a antagónico conforme o valor das FICs*. 
Antibióticos 
DCL14-R  DCL14-S 
Ov Ro So Cl Cs  Ov Ro So Cl Cs 
vancomicina  4,50 2,00 4,11 2,00 2,00  0,24 31,94 2,00 31,94 32,61 
teicoplanina  4,49 4,49 2,00 2,00 2,00  0,50 32,03 2,00 32,03 32,69 
levofloxacina  1,00 4,58 2,00 8,03 35,33  0,02 31,95 3,96 31,95 32,62 
ciprofloxacina  0,28 2,00 1,06 0,49 4,54  0,13 31,94 31,73 4,00 32,61 
* Sinergismo _FICI ≤ 0,5; Antagonismo_FICI ≥ 2,0; Sinergismo Parcial_ 0,5 < FICI < 1; Aditivo_FICI=1 (Chang et 
al., 1995) 
Ov= O. virens; Ro= R. officinalis; So= S. officinalis; Cl= C. lemon; Cs= C. sinensis 
 
 
A maioria das combinações estudadas teve efeito antagónico ou nulo para as duas 
variantes de R. erythropolis. Uma possível explicação para isto é o aumento do grau de 
saturação dos ácidos gordos da membrana plasmática nesta bactéria, quando sujeita à 
acção dos vários óleos essenciais em estudo, como verificado neste trabalho. Este aumento 
traduz-se numa diminuição da fluidez e da permeabilidade da membrana, o que pode ter 
diminuído a difusão dos vários antibióticos através da mesma. Devido a esta influência dos 
óleos essenciais nas membranas plasmáticas, há estudos que sugerem que durante 
ensaios de análise de sinergismo, estes sejam postos em contacto com as células só depois 
dos antibióticos (Raffi e Shanverdi, 2007). No presente trabalho, as duas substâncias foram 
postas em contacto com as células ao mesmo tempo, mas seguindo a linha de orientação 
anterior, talvez os resultados possam ser diferentes e mais óleos apresentem sinergismo 
com os antibióticos estudados.  
O antagonismo obtido neste trabalho, pode estar relacionado com o facto de os vários 
óleos poderem ter interagido com outros mecanismos como, receptores, canais iónicos, 
proteínas transportadoras, ribossomas e ácidos nucleicos, contribuindo, de algum modo, 
para reduzir o efeito dos vários antibióticos testados (Wagner e Ulrich-Merzenich, 2009). 
Estas relações antagónicas, tal como as de sinergismo são difíceis de explicar, na medida 
em que o modo de acção dos óleos essenciais e dos seus compostos ainda está longe de 
ser totalmente conhecido (Trombetta et al., 2005; Gutierrez et al., 2008; Hemaiswarya et al., 
2008).  
Relações antagónicas entre óleos essenciais e antibióticos já foram reportados 
anteriormente. O estudo da acção combinada de extratos de folhas de Ocimum gratissimum 
e vários antibióticos, em diferentes estirpes bacterianas e fúngicas, revelou resultados muito 
diferentes dependendo da estirpe e da combinação em causa, sendo que em vários casos, 
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a mistura de drogas teve uma acção antagónica (Nweze e Eze, 2009). Embora o óleo de 
Thymus eigii apresente acção bactericida para várias estirpes bacterianas, a sua 
combinação com vancomicina ou eritromicina desencadeou um efeito antagónico na acção 
destes antibióticos (Toroglu, 2007). Experiencias laboratoriais e modelos teóricos mostram 
que interacções antagónicas entre drogas não favorecem alelos resistentes, diminuindo a 
taxa de evolução bacteriana através de mutações espontâneas, pelo que, o estudo deste 
tipo de interacção poderá ser útil na avaliação da eficácia de tratamentos com várias drogas 
(Yeh et al., 2009).  
Na variante DCL14-R apenas as combinações entre a ciprofloxacina e os óleos de O. 
virens e C. lemon apresentaram efeito sinérgico. Verificou-se também que a combinação 
entre o óleo de O. virens e levofloxacina teve efeito aditivo. Quanto à variante DCL14-S as 
únicas combinações onde se verificou sinergismo foram as do óleo de O. virens com os 
vários antibióticos.  
Já foram efectuados vários estudos relativos à acção antibacteriana entre produtos 
naturais e antibióticos, no entanto, as metodologias utilizadas, foram por vezes diferentes da 
utilizada neste trabalho, pelo que nem sempre foi possível fazer comparações em termos 
quantitativos. Um estudo revelou que em B. cereus e S. aureus, o óleo de Petargonium 
graveolens e dois monoterpenos oxigenados, o citronelol e o geraniol possuem efeito 
sinérgico quando combinados com norfloxacina (Rosato et al., 2007). Estes resultados 
foram reforçados num estudo posterior onde se investigou a influência de alguns óleos 
essenciais combinados com gentamicina, em várias estirpes gram + e gram –, em que se 
concluiu que os óleos de Aniba rosaeadora e P. graveolens, ricos em álcoois terpénicos, 
nomeadamente, linalool, geraniol e citronelol, apresentavam um sinergismo forte para as 
várias estirpes estudadas (Rosato et al., 2010). O óleo de O. virens utilizado neste trabalho 
apresenta uma constituição bastante diferente da dos dois óleos referidos acima, no 
entanto, contém 15,4% de linalol, o que poderá influenciar o seu modo de acção e explicar 
os casos de sinergismo obtidos (tabela 4 em anexo).  
As combinações entre três sesquiterpenos, germacreno D, guaiazeluno e nerolidol, e o 
antibiótico ciprofloxacina, foram testadas através por difusão em agar e permitiram baixar a 
MIC deste antibiótico em S. aureus. Este resultado foi igualmente obtido para combinações 
entre guaiazelo e nerolidol e vancomicina (Simões et al., 2008). Como se pode verificar pela 
tabela 5 em anexo, uma diminuição na MIC do antibiótico quando combinado com outra 
droga não significa necessariamente que a combinação em causa seja sinérgica, no 
entanto, compostos capazes de despoletar este efeito são potenciais causadores de 
sinergismo. Os óleos essenciais são misturas complexas de compostos de diferente 
natureza e cujo modo de acção se pensa estar relacionado com relações sinérgicas e 
antagónicas entre os vários compostos que os constituem, pelo que na maioria das vezes a 
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actividade biológica de um óleo é diferente da dos seus compostos isolados (Burt, 2004; 
Bakkali et al., 2008). Neste sentido, embora o óleo de O. virens possua uma percentagem 
muito reduzida de germacreno D (0,5%), este composto poderá também estar a contribuir 
para o sinergismo encontrado em várias combinações deste óleo com antibióticos (tabela 4 
em anexo).  
Além de linalol e germacreno D o óleo de O. virens possui timol e carvacrol dois terpenos 
quimicamente muito semelhantes e com influência na membrana celular (Lambert et al, 
2001). Ensaios com B. cereus demonstraram que o carvacrol se dissolve na membrana 
plasmática e se alinha com os fosfolípidos, causando expansão e destabilização da mesma, 
o que se traduz num aumento da permeabilidade da membrana e da difusão (Ultee et al, 
2002). Estudos em S. aureus mostraram que estes dois terpenos têm efeito potencializado 
quando utilizados conjuntamente nesta bactéria (Lambert et al, 2001). Outro composto 
presente neste óleo é o p-cimeno, um hidrocarboneto monoterpénico, que embora possua 
baixa actividade bactericida, é apontada como tendo a capacidade de dilatar a membrana 
plasmática, aumentando a sua permeabilidade (Cristani et al., 2007). Posto isto, talvez a 
explicação para o sinergismo verificado entre este óleo e vários antibióticos esteja 
relacionado com a destabilização da membrana e aumento da difusão dos antibióticos 
através da mesma. A diferença verificada entre as variantes DCL14-R e DCL14-S, no 
respeitante à eficiência deste óleo, quando combinado com os vários antibióticos, poderá 
dever-se ao menor grau de saturação dos ácidos gordos em DCL14-S e a uma maior fluidez 
da membrana plasmática aliada aos efeitos destabilizadores da mesma de O. virens e dos 
seus compostos. 
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5. Conclusão 
 
O trabalho realizado permitiu avaliar as potencialidades anti-biofilme de treze óleos 
essenciais, em duas variantes de R. erythropolis, DCL14-R e DCL14-S. Dos óleos 
disponíveis foram seleccionados aqueles com actividade bactericida moderada ou baixa e 
com potencial anti-adesão elevado. Assim, para cada um dos óleos essenciais determinou-
se a MIC em meio mineral, a influência na carga superficial das células bacterianas e a 
percentagem de inibição de formação de biofilmes. Concluiu-se que os óleos de O. virens, 
R. officinalis, S. officinalis, C. lemon e C. sinensis eram aqueles com maior capacidade anti-
adesão, sem no entanto comprometer a viabilidade celular e desencadear fenómenos de 
resistência bacteriana. A variante DCL14-S, mostrou ser mais resistente à acção dos óleos 
essenciais do que a variante DCL14-R, possuindo MICs mais elevadas, maior capacidade 
de adaptação da membrana à presença dos óleos e menores percentagens de inibição na 
formação de biofilmes.  
Para os cinco óleos seleccionados, calcularam-se as MICs em meio Mueller-Hinton para 
as duas variantes, já que se trata de um meio padronizado e usado para o teste de 
antibióticos. Confirmou-se a resistência acrescida da variante produtora de EPS 
relativamente à não produtora e verificou-se que as MICs obtidas foram muito menores do 
que as encontradas para o meio mineral, concluindo-se que o meio tem grande influência na 
actividade e potencial bactericida dos óleos essenciais estudados.  
Recorrendo a concentrações sub-inibitórias correspondentes a 5, 10 e 20% das MICs 
analisou-se o potencial dos cinco óleos seleccionados para inibir a formação de biofilmes e 
desencadear a destruição de biofilmes estabelecidos com 24h de idade. Tanto para o meio 
mineral como para o meio M-H a percentagem de inibição na formação de biofilmes, foi mais 
acentuada para DCL14-S, o que poderá indicar que os óleos influenciam a produção ou 
qualidade dos exopolímeros, moléculas com um papel preponderante nos processos de 
adesão celular e início do processo de formação de biofilmes (Sutherland, 2001b; Allison, 
2003). Em DCL14-R o óleo de O. virens desencadeou uma inibição de mais de 50% na 
formação de biofilmes em meio mineral, enquanto que para o meio M-H este valor foi 
ultrapassado pelos óleos de O. virens, S. officinalis e para óleo de C. lemon. Em DCL14-S, 
todos os óleos analisados desencadearam uma diminuição de mais de 50% na formação de 
biofilmes. No caso do meio mineral este valor de inibição foi alcançado só para as 
concentrações de 10 e 20% e no caso do meio M-H para todas as concentrações 
estudadas. No meio M-H atingiram-se percentagens de mais de 70% de inibição na 
formação de biofilmes, através da utilização do óleo de C. lemon. 
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Quanto à influência dos cincos óleos seleccionados na destruição de biofilmes 
estabelecidos, este efeito só ocorreu em meio mineral, e de forma inversa à dosagem, para 
a maioria das amostras. Nas duas variantes atingiram-se inibições na ordem dos 70% com 
os óleos de R. officinalis e C. sinensis. Em meio M-H nenhum dos óleos estudados foi capaz 
de destruir os biofilmes de 24h, ou sequer travar a continuidade do seu desenvolvimento. 
Este resultado demonstra a resistência acrescida dos biofilmes bacterianos a agentes 
biocidas, comparativamente à das células planctónicas. 
Outros dos pontos estudado neste trabalho foi o modo de acção dos cinco óleos 
seleccionados. Concluiu-se que todos os óleos influenciaram a acção da catalase, 
diminuindo-a ou chegando mesmo a inibi-la, caso dos óleos de O. virens para DCL14-R e O. 
virens e S. officinalis para DCL14-S. Esta acção pode dever-se a um processo de inibição 
directa, ou a uma diminuição na produção da enzima, devido à influência dos óleos na 
membrana plasmática e subsequentemente no metabolismo celular. A exposição de R. 
erythropolis a concentrações sub-inibitórias dos cinco óleos essenciais, provocou um 
aumento acentuado do grau de saturação dos ácidos gordos da membrana desta bactéria, 
diminuindo a fluidez e permeabilidade da membrana a substâncias lipofílicas como os óleos 
essenciais, mas provavelmente afectando o metabolismo celular. Os óleos essenciais 
provocaram a hidrólise e degradação do DNA bacteriano, pelo que no caso de estes óleos 
afectarem a membrana plasmática, afectarão provavelmente os ácidos nucleicos. 
Resumindo, os óleos essenciais estudados parecem ter como principal alvo a membrana 
celular, o que poderá influenciar a homeostasia celular.  
Combinações entre os cinco óleos essenciais e quatro antibióticos, nomeadamente 
vancomicina, teicoplanina, levofloxacina e ciprofloxacina, originaram antagonismo para a 
maioria das combinações e sinergismo para seis, nomeadamente, ciprofloxacina-O. virens e 
ciprofloxacina-C. lemon no caso da variante DCL14-R e para todas as combinações entre o 
óleo de O. virens e os quatro antibióticos, no caso de DCL14-S. O antagonismo verificado 
para a maiora das combinações, poderá estar relacionado com o aumento do grau de 
saturação que os óleos essenciais desencadearam nos ácidos gordos da membrana 
plasmática, diminuindo a sua permeabilidade aos antibióticos. O sinergismo verificou-se 
principalmente para o caso do óleo de O. virens, que embora tenha desencadeado a mesma 
acção nas membranas plasmáticas, possui carvacrol e timol, dois terpenos conhecidos por 
se colocarem nas membranas e causarem a perturbação, dilatação e aumento da 
permeabilidade nas mesmas, o que poderá ter permitido um aumento da difusão dos 
antibióticos. 
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6. Perspectivas Futuras 
 
Neste trabalho foram demonstradas as potencialidades dos óleos essenciais de O. 
virens, R. officinalis, S. officinalis, C. lemon e C. sinensis na inibição da formação de 
biofilmes em R. erythropolis. Analisaram-se também, os modos de acção dos diferentes 
óleos e testaram-se várias combinações com antibióticos, tendo-se descoberto que algumas 
tinham efeito sinérgico. No entanto, há ainda muito por descobrir, no que diz respeito ao 
combate contra os biofilmes. 
 No futuro, seria interessante prosseguir este estudo utilizando compostos isolados, em 
especial aqueles que têm maior representatividade nos óleos utilizados neste trabalho. 
Assim, poder-se-ia estudar a influência destes compostos na formação de biofilmes e na 
destruição de biofilmes estabelecidos. No caso de os compostos estudados apresentarem 
capacidade para destruir biofilmes estabelecidos, seria pertinente calcular as MICs de 
compostos e antibióticos em biofilmes com diferentes níveis de maturidade e estudar a 
acção combinada destes agentes. Além disso, dever-se-ia analisar o modo de acção destes 
compostos, como forma de perceber melhor a sua influência a nível celular tanto em células 
planctónicas como em biofilmes bacterianos. 
Numa tentativa de evitar a utilização de antibióticos e agentes biocidas no combate a 
biofilmes, seria interessante estudar a acção combinada de óleos ou compostos isolados 
juntamente com enzimas capazes de destruir polissacáridos. Outro dos pontos que seria 
interessante analisar era a capacidade de óleos e compostos isolados para inibir biofilmes 
em diferentes superfícies e diferentes materiais.  
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Anexos 
 
Tabela 1. Dados dos taxa utilizados no isolamento dos óleos essenciais avaliados em termos de 
actividade anti-biofilme. 
Família / Espécie Nome vulgar 
 
Parte da planta analisada Origem Data 
colheita 
Rendimento  
(%, v/p.s.) 
Lamiaceae 
Origanum virens 
Rosmarinus officinalis 
Salvia officinalis 
Myrtaceae 
Eucalyptus dives 
Eucalyptus globulus 
Eucalyptus radiata 
Eucalyptus smithii 
Syzygium aromaticum 
Poaceae 
Cymbopogon citratus 
Rutaceae 
Citrus lemon 
Citrus sinensis 
Ruta gravealons 
Verbenacea 
Lippia citriodora 
 
oregãos 
 
folhas 
 
Comercial
2
 
 
02-2010 
 
0,83 
alecrim parte aérea floral seca Lisboa 03-2010 1,87*
* 
salva parte aérea Lisboa 02-2008 1,20* 
 
eucalipto 
 
parte aérea 
 
MEE 
 
04-2009 
 
3,3 
eucalipto parte aérea Lisboa 2009 2,15 
eucalipto parte aérea MEE 04-2009 4,86 
eucalipto parte aérea MEE 04-2009 2,8 
cravo-da-Índia parte aérea floral seca Comercial
3
 incerta 9,0 
 
erva-princípe 
 
folhas 
 
Comercial
2
 
 
2010 
 
1,16 
 
limoeiro 
 
fruto - epicarpo 
 
Comercial
1
 
 
05-2009 
 
0,25 
laranjeira fruto - epicarpo Comercial
1
 05-2009 0,45 
arruda parte aérea Comercial
2
 incerta 0,51 
 
lúcia-lima 
 
parte aérea 
 
Comercial
2 
 
incerta 
 
0,19 
MEE: Mata Experimental do Escaroupim, Comercial
1
: Cacial, Comercial
2
: Ervital, Comercial
3
: Sá. 
*= % (v/p.f.) 
 
Tabela 2. Receita utilizada para a de Solução de esporo D 100x concentrada e de solução tampão 
fosfato 100x (Wiegant et al., 1980). 
Solução de esporo D   Solução tampão fosfato 
Composto Concentração (g / L)  Composto Concentração (g / L) 
EDTA 1,0  K2HPO4 155 
ZnSO4.7H2O 0,2  NaH2PO4.H2O 85 
FeSO4.7H2O  0,1    
CaCl2.2H2O 0,5    
Na2MoO4.2H2O 0,02    
CuSO4.5H2O 0,02    
CoCl2.6H2O 0,04    
MnCl2.4H2O 0,1    
(NH4)2SO4 200    
MgCl2.6H20 10    
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Tabela 3. Características e constituição dos tampões utilizados na extracção de DNA, através do 
método de lise alcalina. 
Soluções P1 P2 P3 
Composição Tris a 50mM NaOH a 200 mM CH3COOK a 3.0 M 
 EDTA a 10 mM SDS a 1%  
 RNase A a 100 µg/ml   
Características Ajustar o pH para 8,0 Armazenar à TA Ajustar o pH para 5,5 
 Armazenar a 4º C  Armazenar a 4º C 
 
 
Tabela 4. Composição percentual relativa da componente volátil dos diferentes óleos essenciais em 
estudo, Origanum virens (Ov), Rosmarinus officinalis (Ro), Salvia officinalis (So), Eucalyptus dives 
(Ed), Eucalyptus globulus (Eg), Eucalyptus radiata (Er), Eucalyptus smithii (Es), Syzygium aromaticum 
(Sa), Cymbopogon citratus (Cc), Citrus lemon (Cl), Citrus sinensis (Cs), Ruta graveolens (Rg) e Lippia 
citriodora (Lc). 
 
Componentes IR O v
 1 
R o
 1 
S o
 1 
E d
  2 
E. g
  2 
E. r
  2 
E. s
  2 
S a
  2 
C c
  3 
C l
  4 
C s
  4 
R g
  4 
L c
  5 
n-Hexanol 882  v            
2-Heptanona 886        v      
cis-Salveno 887   v          v 
trans-Salveno 893   v           
Tricicleno 921  0,3 0,2           
Terbutil isovalerato 924       v       
α-Tujeno 924 0,4 0,7 0,3 5,8 v 3,0    0,1   v 
Benzaldeído 927         v   v  
α-Pineno 930 0,4 20,3 8,7 1,0 20,0 2,7 6,7   1,4 0,4 v 0,6 
Canfeno 938 0,1 6,8 4,9  0,1 v 0,1   0,2    
n-Heptanol 952   v           
Sabineno 958 v 0,1 0,1 v v 0,2    v 0,2   
6-Metil-5-hepten-2-ona 960         2,8    6,0 
1-Octeno-3-ol 961 v v v         v  
β-Pineno 963 0,3 2,4 7,4 0,1 0,4 0,7 0,1   8,5 0,1   
Ácido hexanóico 968            v  
Dehidro 1,8-cineole 973 0,1 v    v   v 0,8    
2-Pentil furano 973            v 0,1 
n-Octanal 973          v 1,5 v  
3-Octanol 974             0,3 
Mirceno 975 0,2 13,9 2,1 2,0 0,3 1,3   15,6 0,6 0,9 v 0,3 
α-Felandreno 995 v 0,4 0,2 19,3 0,9 8,3    v v   
δ-3-Careno 1000  0,1         v   
α-Terpineno 1002 0,7 0,7 0,2 0,7 0,1 1,2    0,5 0,1  v 
Benzeno acetaldeído 1002         0,3   v  
p-Cimeno 1003 4,0 2,9 0,4 18,5 0,4 8,7 0,8   1,9  v 0,1 
1,8-Cineole 1005  15,9 17,1 v 62,7 40,6 83,3   7,4  0,1 4,6 
β-Felandreno 1005 0,1 v v 3,5  v    v v   
Limoneno 1009 0,4 4,0 1,6 0,7 4,5 5,1 4,0   52,1 91,7  11,4 
cis-β-Ocimeno 1017 1,2 0,3 0,6 v v v   0,2 0,1  v  
Acetofenona 1017            v  
trans-β-Ocimeno 1027 0,8 v 0,1 v     0,1 0,1 v  0,2 
γ-Terpineno 1035 7,5 0,9 0,5 0,6 0,4 2,6 v   7,8 0,3  v 
Hidrato de trans-sabineno 1037 v 0,1 v   v       0,5 
Óxido de cis-linalol  1045 v v v      0,2    v 
 65 
 
Componentes IR O v
 1 
R o
 1 
S o
 1 
E d
  2 
E. g
  2 
E. r
  2 
E. s
  2 
S a
  2 
C c
  3 
C l
  4 
C s
  4 
R g
  4 
L c
  5 
n-Octanol 1045  v        v 0,1 v  
Fenchona 1050  v          v  
2-Nonanona 1058        v    0,4  
Óxido de trans-linalol 1059 v  0,1      0,1     
2,5-Dimetil estireno 1059  0,1  v v     0,6 v   
Terpinoleno 1064 0,1 0,5 0,1 1,4 0,1 0,9    1,0 0,1   
6-Metil-3,5-heptadien-2-one 1064         0,6    0,3 
Hidrato de cis-sabineno 1066 v v            
n-Nonanal 1073          0,2 0,3 0,1  
α-Tujona 1074   18,6           
Linalol 1074 15,4 1,5 0,5 v 0,1 v   1,9 0,6 1,3 v 1,1 
trans-Tujona 1081   5,9           
Isopentil isovalerato 1084       v       
endo-Fenchol 1085  v   0,1  v   0,1    
trans-p-2-Menten-1-ol 1095 v  v 0,1  2,5        
Óxido de cis-limoneno 1095             0,4 
Crisantenona 1098  v            
α-Canfolenal 1098  0,1 v  v         
Cânfora 1102  10,0 6,7       0,2    
trans-Pinocarveol 1106  0,1 0,1  0,7  0,7       
allo-Ocimeno 1110 v             
cis-Verbenol 1110   0,1           
cis-p-2-Menten-1-ol 1110  v  v  1,6        
Óxido de trans-limoneno 1112             0,2 
2-trans-6-cis-Nonadienal 1114         0,3     
Isopulegol 1116  0,5        v    
Isómero de geijereno  1116            0,1  
Mentona 1120  v v           
Geijerene 1121            0,6  
trans-Pinocanfona 1121  0,2 0,1           
Pinocarvona 1121  0,1   0,2  0,3       
neo-Isopulegol 1121  0,1        0,1    
Citronelal 1121         0,2 v v  0,1 
Benzil acetato 1123        v      
Óxido de nerol 1127             v 
δ-Terpineol 1134  v 0,1  0,1 v 0,1    v  0,5 
Borneol 1134 0,2 2,9 5,8  0,2  0,1   0,5    
neo-Mentol 1139  0,1            
Lavandulol 1142  v            
p-Metil acetofenona 1143          v    
Óxido de furano de rosa 1143         0,8     
Mentol 1148   0,1           
Terpineno-4-ol 1148 1,8 1,5 0,7 4,3 0,4 6,5 0,1   1,6 0,5  0,4 
p-Cimen-8-ol 1148  v            
n-Nonanol 1151            v  
Mirtenal 1153  v            
trans-Menta-1(7),8-dieno-2-ol* 1159       0,1       
Salicilato de metilo 1159        0,1    v  
α-Terpineol 1159 39,2 2,1 0,4 0,6 0,9 5,9 1,7   4,2 0,7 0,1 2,0 
Estragole 1163  v           0,1 
Verbenona 1164  4,4            
2-Decanona 1166            3,0  
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Componentes IR O v
 1 
R o
 1 
S o
 1 
E d
  2 
E. g
  2 
E. r
  2 
E. s
  2 
S a
  2 
C c
  3 
C l
  4 
C s
  4 
R g
  4 
L c
  5 
Mirtenol 1168   0,1  v  v       
n-Decanal 1180          0,1 0,4 v  
trans-Carveol 1189     v  v    v  0,5 
Acetato de octanol 1189           v   
Cuminaldeído 1200            0,1  
cis-Carveol 1202       v      0,2 
Citronelol 1207          v 0,1   
Carvona 1210 v  v    v      0,3 
Pulegona 1210  0,1          v 0,3 
Neral 1210  v v   v   19,8 0,5 v  10,0 
Metil timol 1210 v             
Piperitona 1211  0,1  40,1  5,9    v   0,3 
Metil carcavrol 1224 0,1             
2-Fenil-etil acetatol 1228     v         
Pregeijereno 1228            v  
Geraniol 1236 v     v   17,7 2,8 v  0,7 
Aldeído perílico 1237          v v   
Geranial 1240  v    v   24,5 4,0 0,2  12,3 
Acetato de linalol 1245   0,1           
trans-Anetol 1254  v v         0,1 0,2 
Formato de timilo 1262  0,1            
Acetato de bornilo 1265  1,2 1,0           
Timol 1275 11,6 0,1 v           
2-Undecanona 1275  v       0,7   76,4  
Formato de  geranilo 1285         0,3     
Carvacrol 1286 6,0 0,1 0,1 v  0,1 v    v   
n-Undecanal 1288          v    
2-Undecanol* 1288            0,3  
Piperitenona 1289  v            
Acetato de mirtenilo 1290   v           
Eugenol 1327  v      92,3      
δ-Elemeno 1332    v  v        
Acetato de α-terpenilo 1334   0,1  1,5         
Acetato de citronelilo 1343          v    
α-Cubebeno 1345   v           
Acetato de nerilo 1353          0,1    
trans-Jasmona 1368  v            
Acetato de geranilo 1370     0,2    2,1 v   0,1 
α-Ilangeno 1371  v 0,1           
α-Copaeno 1375   0,2          1,6 
Metil eugenol 1377  0,2         v v  
β-Bourboneno 1379   v          0,7 
β-Elemeno 1388      v        
2-Decanona* 1389            2,4  
Selina-4-(15),5-dieno 1399       0,1       
α-Gurjuneno 1400    v v         
α-Cedreno 1400             0,6 
β-Cariofileno 1414 4,0 2,1 2,0     1,9  v v  1,7 
β-Copaeno 1426   v          0,1 
Aromadendreno 1428   0,8 v 0,4 v        
Acetato de geranilo 1434             v 
trans-α-Bergamoteno 1434         0,6 0,1    
 67 
 
Componentes IR O v
 1 
R o
 1 
S o
 1 
E d
  2 
E. g
  2 
E. r
  2 
E. s
  2 
S a
  2 
C c
  3 
C l
  4 
C s
  4 
R g
  4 
L c
  5 
Geranil acetona 1434  v            
α-Humuleno 1447 0,5 0,4 6,6     0,2     0,1 
trans-β-Farneseno 1455  v            
allo-Aromadendreno 1456   0,1 0,3 0,1 v       0,7 
γ-Muuroleno 1469  v 0,3           
α-Amorfeno 1469   v           
Germacreno D 1474 0,5             
ar-Curcumeno 1475  v           6,9 
β-Selineno* 1476   0,1           
2-Tridecanona* 1479         0,9   1,3  
Eremofileno 1480   v           
Valenceno 1484          v 0,3   
γ-Amorfeno 1487   v           
Viridifloreno 1487   0,3           
Biciclogermacreno 1487 1,0   0,4  0,2    v   0,5 
α-Zingibereno 1492  v            
Acetato de eugenol 1493        4,6      
α-Muuroleno 1494   v           
γ-Cadineno 1500   0,1          0,4 
β-Bisaboleno 1500 1,8 0,1        0,1    
trans, trans-α-Farneseno 1500            0,1  
Calameneno 1505   v           
δ-Cadineno 1505 0,1 v 0,3   0,1       0,2 
β-Sesquifelandreno 1508  v            
α-Calacoreno 1525  v 0,1           
trans-Nerolidol 1549             0,7 
Espatulenol 1551 0,7  0,1 0,2  0,1       8,7 
Óxido de β-cariofileno 1561 0,5 0,1 0,3      0,6    7,9 
Globulol 1566   v 0,2 0,7 v        
Viridiflorol 1569   2,1 0,1 0,1         
Acetato de trans-nuciferol 1571             0,7 
Ledol 1580     v         
Epóxido de humuleno  1580  v 0,4           
Geraniol-2-metil butirato 1586         0,1     
γ-Eudesmol 1609     0,2  0,2       
epi-α-Cadinol 1616             1,1 
δ-Cadinol 1618      0,5        
β-Eudesmol 1620     0,8  1,2       
α-Cadinol 1626   0,1   0,4        
Intermedeol 1626 0,2             
α-Eudesmol 1634     0,5  0,3       
α-Bisabolol 1656  0,2            
% Identificação  99,9 98,8 99,1 99,9 97,1 99,1 99,9 99,1 90,4 98,3 99,2 85,1 86,7 
Componentes    agrupados               
Hidrocarbonetos monoterpénicos   16,2 54,3 27,4 53,6 27,2 34,7 11,7  15,9 74,3 93,8 v 12,6 
Monoterpenos oxigenados   74,4 41,3 57,7 45,1 67,1 63,1 86,4  67,7 22,9 2,8 0,2 34,5 
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos   7,9 2,6 11,0 0,7 0,5 0,3 0,1 2,1 0,6 0,2 0,3 0,1 13,5 
Sesquiterpenos oxigenados   1,4 0,3 3,0 0,5 2,3 1,0 1,7  0,6    19,1 
Fenilpropanóides    0,2 v     96,9   v 0,1 0,3 
Geigerenos              0,7  
Outros   v 0,1 v v v  v 0,1 5,6 0,9 2,3 84,0 6,7 
Monoterpenos  90,6 95,6 85,1 98,7 94,3 97,8 98,1 v 83,6 97,2 96,6 0,2 47,1 
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Componentes IR O v
 1 
R o
 1 
S o
 1 
E d
  2 
E. g
  2 
E. r
  2 
E. s
  2 
S a
  2 
C c
  3 
C l
  4 
C s
  4 
R g
  4 
L c
  5 
Sesquiterpenos  9,3 2,9 14,0 1,2 2,8 1,3 1,8 2,1 1,1 0,2 0,3 0,1 32,6 
Rendimento (%, v/p.s.)  0,83 1,87 1,20 3,30 2,15 4,86 2,80 9,00 1,16 0,23
6 
0,34
6 
0,51 0,19 
v = vestigial (<0,1%). IR = índice de retenção relativa a uma série de C9-C24 n-alcanos na coluna DB-1. 
* = identificação baseada apenas no espectro de massa. 
1=Lamiaceae;  2= Myrtaceae;  3= Poaceae;  4= Rutaceae; 5= Verbenaceae. 
6= %(v/p.f.) 
 
 
Tabela 5_Dados referentes aos ensaios de combinações entre óleos essenciais e antibióticos. As 
MICs dos antibióticos são apresentadas em µg /mL e as dos óleos essenciais em % (v/v). 
Combinações 
DCL14-R  DCL14-S 
MICI MICC FIC FICI  MICI MICC FIC FICI 
Vancomicina-O. virens 
   4,50     0,24 
Vancomicina 0,49 0,98 2,00   0,49 0,06 0,12  
O. virens  0,02 0,05 2,50   0,75 0,09 0,12  
Vancomicina-R. officinalis    2,00     31,94 
Vancomicina 0,49 0,49 1,00   0,49 7,81 15,94  
R. officinalis 0,02 0,02 1,00   0,75 12 16,00  
Vancomicina-S.officinalis    4,11     2,00 
Vancomicina 0,49 0,98 2,00   0,49 0,49 1,00  
S.officinalis 0,09 0,19 2,11   0,38 0,38 1,00  
Vancomicina-C.lemon    2,00     31,94 
Vancomicina 0,49 0,49 1,00   0,49 7,81 15,94  
C. lemon 0,38 0,38 1,00   1,5 24 16,00  
Vancomicina-C.sinensis    2,00     32,61 
Vancomicina 0,49 0,49 1,00   0,49 7,81 15,94  
C. sinensis 0,02 0,02 1,00     0,09 1,5 16,67   
Teicoplanina-O. virens    4,49     0,50 
Teicoplanina 0,98 1,95 1,99   1,95 0,49 0,25  
O. virens  0,02 0,05 2,50   0,75 0,19 0,25  
Teicoplanina-R. officinalis    4,49     32,03 
Teicoplanina 0,98 1,95 1,99   1,95 31,25 16,03  
R. officinalis 0,02 0,05 2,50   0,75 12 16,00  
Teicoplanina-S.officinalis    2,00     2,00 
Teicoplanina 0,98 0,98 1,00   1,95 1,95 1,00  
S.officinalis 0,09 0,09 1,00   0,38 0,38 1,00  
Teicoplanina-C.lemon    2,00     32,03 
Teicoplanina 0,98 0,98 1,00   1,95 31,25 16,03  
C. lemon 0,38 0,38 1,00   1,5 24 16,00  
Teicoplanina-C.sinensis    2,00     32,69 
Teicoplanina 0,98 0,98 1,00   1,95 31,25 16,03  
C. sinensis 0,02 0,02 1,00     0,09 1,5 16,67   
Levofloxacina-O. virens    1     0,02 
Levofloxacina 0,12 0,06 0,50   0,98 0,01 0,01  
O. virens  0,02 0,01 0,50   0,75 0,01 0,01  
Levofloxacina-R. officinalis    4,58     31,95 
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Combinações 
DCL14-R  DCL14-S 
MICI MICC FIC FICI  MICI MICC FIC FICI 
Levofloxacina 0,12 0,25 2,08   0,98 15,63 15,95  
R. officinalis 0,02 0,05 2,50   0,75 12 16,00  
Levofloxacina-S.officinalis    2,00     3,96 
Levofloxacina 0,12 0,12 1,00   0,98 1,95 1,99  
S.officinalis 0,09 0,09 1,00   0,38 0,75 1,97  
Levofloxacina-C.lemon    8,03     31,95 
Levofloxacina 0,12 0,49 4,08   0,98 15,63 15,95  
C. lemon 0,38 1,5 3,95   1,5 24 16,00  
Levofloxacina-C.sinensis    35,33     32,62 
Levofloxacina 0,12 1,96 16,33   0,98 15,63 15,95  
C. sinensis 0,02 0,38 19,00     0,09 1,5 16,67   
Ciprofloxacina-O. virens    0,28     0,13 
Ciprofloxacina 0,24 0,03 0,13   0,49 0,03 0,06  
O. virens  0,02 0,003 0,15   0,75 0,05 0,07  
Ciprofloxacina-R. officinalis    2,00     31,94 
Ciprofloxacina 0,24 0,24 1,00   0,49 7,81 15,94  
R. officinalis 0,02 0,02 1,00   0,75 12 16,00  
Ciprofloxacina-S.officinalis    1,06     31,73 
Ciprofloxacina 0,24 0,12 0,50   0,49 7,81 15,94  
S.officinalis 0,09 0,05 0,56   0,38 6 15,79  
Ciprofloxacina-C.lemon    0,49     4,00 
Ciprofloxacina 0,24 0,06 0,25   0,49 0,98 2,00  
C. lemon 0,38 0,09 0,24   1,5 3 2,00  
Ciprofloxacina-C.sinensis    4,54     32,61 
Ciprofloxacina 0,24 0,49 2,04   0,49 7,81 15,94  
C. sinensis 0,02 0,05 2,50     0,09 1,5 16,67   
MICI=MIC da amostra sozinha; MICC = MIC da amostra combinada; FIC= MICC / MICI; FICI=FICantibiótico+FICóleo 
* Sinergismo _FICI ≤ 0,5; Antagonismo_FICI ≥ 2,0; Sinergismo Parcial_  0,5 < FICI < 1; Aditivo_FICI=1 (Chang et al., 1995) 
 
